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Facteur cytotoxlque tel qu'assocle a la sclerose en plaques, sa detection et sa quantification. 

(57) Facteur glkrtoxique caracterisd an ce qu'll possdde, 
ul© actfvrtd toxique vls-a-vis des cellules astrocytalres hu- 
mafnes ou animates, ayant pour effet une disorganisation 
cytomorphoioglque de leur reseau de filaments intermedial- 
res, et/ou une degradation des protdlnes desdits filaments 
intermddialres, evou une mort ceilulaire notamment, par 
apoptose. 
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I^a presente invention a pour objet un facteur 
cytotoxique associe a la sclerose en plaques caract6ris6 
par son activity cytotoxique vis a vis des cellules 
gliales notamment des astrocytes, ainsi que la mise en 
5 Evidence de cette activite cytotoxique dans un test 
biologique de detection et de suivi de cette raaladie dans 
des fluides biologiques de patients atteints notamment de 
sclerose en plaques. 

Les cellules gliales (astrocytes, 

10 oligodendrocytes, microgliocytes) sont la cible prima ire 
ou secondaire de processus pathologiques dans differentes 
maladies du systdme nerveux notamment, chez l'homme, dans 
les leucoencephalites, les leucodystrophies, certaines 
formes d f enc6phalopathie, certaines maladies 

15 neurodegeneratives comae la sclferose latSrale 
amyotrophique oil co-existe une gliose astrocytaire avec 
l^atteinte neuronale et, enfin, des maladies 
inf lammatoires comme la sclerose en plaques ou la maladie 
de Schilder. 

20 La sclerose en plaques (SEP) est une maladie 

chronique du systdme nerveux central de l'homme, 6voluant 
par succession de phases de remission et de pouss6e ou 
selon une progression r6gulifere, et dont la 
caract€ristique anatomopathologique consiste en la 

25 formation de zones de d£my61inisation bien dfelimitfees dans 
la substance blanche du cerveau et de la moelle 6pini6re 
(Prineas J.W. The neuropathology of multiple sclerosis 
dans "Handbook of Clinical Neurology : Demyelinating 
Diseases", volume 3 n°47, Koetsier J.C. 6diteur, pp213- 

30 257. Elsevier, Amsterdam 1985). Au niveau histologique, 
ces zones prfesentent, au stade pr6coce du processus 
16sionnel, une degradation de la my 6 line pdri-axonale 
associ6e & une atteinte des cellules gliales responsables 
de cette myelinisation, les oligodendrocytes (Prineas 

35 J.W., Barnard R.O., Kwon E.E., Sharer L.R. and Cho E.S. 
Multiple sclerosis: remyelination of nascent lesions. Ann. 
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Neurol. 1993; 33, 137-151). Une activation macrophagique 
inf laimnatoire impliquant les cellules microgliales 
(macrophages tissulaires residants du systeme nerveux 
central) ainsi que, vra isemblab lenient , des macrophages 
5 provenant de monocytes sanguins infiltres, est associee & 
ce processus de demyelinisation et contribue £ la 
destruction des feuillets my£linis6s (Boyle E.A. and 
McGeer P.L. Cellular immune response in multiple sclerosis 
plaques. American Journal of Pathology 1993; 137, 575- 

10 584) . Au centre de la zone d£my£linisee, une d6pl£tion 
relative en cellules gliales est retrouv€e alors qu'une 
proliferation d 'astrocytes, ou gliose astrocytaire, se 
developpe Sl la peripheric et peut tardivement envahir la 
plaque demyelinisee pour generer une plaque fibreuse ou 

15 gliotique, telle que 1'on en trouve sur le site de lesions 
anciennes (Prineas J.W. The neuropathology of multiple 
sclerosis dans "Handbook of Clinical Neurology: 
Demyelinating Diseases", volume 3 n°47, Koetsier J.C. 
6diteur, pp213-257. Elsevier, Amsterdam 1985). Ces 

20 structures scl£rotiques sont & 1'origine du nom donn£ & la 
maladie, la "sclerose" en plaques (Charcot J.M. Histologie 
de la sclerose en plaques. Gaz. Hop. (Paris) 1868; 41, 
554-566) . 

Une autre caractferistique de ces plaques est leur 
25 association quasi syst&natique avec un 616ment vasculaire 
autour duquel el les semblent se d&velopper (Hauv J.J. and 
Escourolle R. Aspects anatomo-pathologiques de la sclerose 
en plaques, dans "La sclerose en plaques", Rascol A., B6s 
A. et Guiraud-Chaumeil B. pp9-47. Masson, Paris, 1980 / 
30 Prineas J.W. The neuropathology of multiple sclerosis dans 
"Handbook of Clinical Neurology: Demyelinating Diseases 19 , 
volume 3 n°47, Koetsier J.C. editeur, pp213-257. Elsevier, 
Amsterdam 1985) . Au niveau histologique, on y observe une 
alteration frfequente de la barridre h6mato-enc£phalique 
35 (BHE) constitute par 1 • endothelium capillaire (Poirier J., 
Fleury J., and GhSrardi R. La barriSre h^mato- 
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enc£phalique. Donnees morphologiques. La Revue de M6decine 
interne, 1983; 4, 131-144). En effet, ^endothelium 
vasculaire des structures capillaires est normal erne nt 
jointif dans le systeme nerveux central, a !• exception des 
5 capillaires fenestras associes aux plexus choroides, 
structures p6riventriculaires assurant la production du 
liquide cephalo-rachidien (Netsky M.G., Shuangshoti S v 
The choroid plexus in health and disease. University Press 
of Virginia, 1975) . Cette alteration de la BHE, marquee 

10 par une disjonction des cellules endotheliales et par le 
passage non reguie d'un flux de liquide plasmatique et de 
cellules d'origine sanguine dans le parenchyme neuroglial, 
peut etre visualisee au niveau des plaques "actives** par 
la technique d 1 imager ie par resonance magn&tique (IRM) 

15 associfee 4 1' injection intraveineuse, chez le patient 
examine, d'une solution de gadolinium. Ce compost permet 
d'obtenir un signal de resonance magnet ique contrasts au 
niveau du liquide plasmatique et rend detectable le 
passage a normal de plasma dans le parenchyme nerveux avec 

20 l'oeddme qui en resulte. On a pu montrer une correlation 
entre !• activity lesionnelle des plaques et la presence de 
cet oeddme au m§me niveau, ainsi qu • entre I 1 apparition et 
la resorption de cet oed£me et le d6cours de poussfees 
cliniques de la maladie (Gonzales-Scarano F. , Grossman 

25 R.I., Galetta S. Atlas S.W. and Silberberg D.H. Multiple 
slerosis disease activity correlates with gadolinium 
enhancement magnetic resonance imaging. Ann. Neurol. 1987; 
21, 300-306) . 

Un des 616ments determinants dans le maintien 

30 d'une structure jointive de 1 •endothelium capillaire 
c6r6bral, et done dans celui de la BHE, est const itu6 par 
la presence sous-jacente d 9 extensions cytoplasmiques des 
astrocytes, appeiees pieds astrocytaires (Poirier J., 
Fleury J. , and Gh6rardi R. La barrifere h6mato- 

35 enc6phalique. Donnees morphologiques. La Revue de M6decine 
interne, 1983; 4, 131-144). Vraisemblablement, ces pieds 
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astrocytaires induisent la formation ou permettent le 
maintien des structures de jonction etanches (de type 
zonula occludens) qui assurent la cohesion de la barridre 
endotheliale capillaire concretisant la BHE. Or, 
5 differents modules pathologiques font etat de 1 'alteration 
de la BHE associee £ une depletion des pieds astrocytaires 
(Rapport S.I. Blood-brain barrier in physiology and 
medicine. Raven Press. 1976 / Kent T.A. and McKendall 
R.R., Cerebral blood flow, cerebral metabolism and blood- 

10 brain barrier. In, McKendall R.R. Ed., Handbook of 
Clinical Neurology, Vol. 12, n°56: Viral disease. 
Elsevier, Amsterdam, 1989) • 

Par ailleurs, dans le processus 16sionnel de la 
SEP, 1' alteration de la BHE contribue Sl amplifier la 

15 r€ponse inf lammatoire associSe, par 1* afflux rendu "libre" 
de cellules lymphoides provenant de la circulation 
sanguine (Prineas J.W., and Wright R.G. Macrophages, 
lymphocytes, and plasma cells in the perivascular 
compartment in chronic multiple sclerosis. Laboratory 

20 Investigation, 1978; 38, 409-421). 

La contribution de 1 1 inflammation associ£e aux 
cellules immunitaires est importante dans la SEP et 
participe au processus 16sionnel, notamment par le biais 
de lymphocytes et d'anticorps autorfeactifs (Bergamini L, 

25 Durell L. Multiple sclerosis. I. The immune pathogenetic 
hypothesis. Riv. Neurol. 1989; 59, 176-90 / Calder V, Owen 
S, Watson C, Feldmann M, Davidson A. MS : a localized 
immune disease of central nervous system. Immunol Today 
1989; 10, 99-103). Cependant, contrairement au module 

30 animal auto-immun de 1 • enc6phalite allergique 
exp6rimentale oft l'atteinte de la BHE et 1' invasion du 
parenchyme nerveux par des cellules lymphoides du sang 
circulant initient le processus 16sionnel neuroglial 
(Jervis G.A. , Koprowski H. Chronic experimental allergic 

35 encephalomyelitis. J. Neuropathol. Exp. Neurol. 1948; 7, 
309-320) , on observe dans la SEP que des processus 
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l£sionnels precoces associes a une reaction macrophagique 
locale dans le parenchyme nerveux semblent prfeceder 
1' invasion du tissu par les cellules lymphoXdes du sang 
circulant (Prineas JW. Pathology of early lesion in 
5 multiple sclerosis. Human pathology 1975; 6, 23-7 / Boyle 
E.A. and McGeer P.L. Cellular immune response in multiple 
sclerosis plaques, American Journal of Pathology 1993; 
137, 575-584). II apparait ainsi, que les cellules 
lymphoides, et plus particulierement les lymphocytes, ne 

10 sont pas 1 'apanage des plaques r£centes (Escourolle R. , 
Hauw J.J. and Lyon-Caen O. Principales donn£es 
morphologiques, approches physiopathologiques et 

etiologiques de la sclerose en plaques. La Revue du 
Praticien (Paris) 1980; 30, 2047-2053). De plus, la 

IS densite de 1 1 infiltration lymphocytaire est surtout 
marquee dans les zones p&ri-vasculaires et & la periphferle 
des plaques de d£my61inisation actives (Prineas J.W. , and 
Wright R.G. Macrophages, lymphocytes, and plasma cells in 
the perivascular compartment in chronic multiple 

20 sclerosis • Laboratory Investigation, 1978; 38, 409-421 / 
Boyle E.A. and McGeer P.L. Cellular immune response in 
multiple sclerosis plaques. American Journal of Pathology 
1993; 137, 575-584.). 

Le stimulus initial Sl l'origine de la SEP est au 

25 coeur du d£bat sur l'&tiologie de la SEP (Mc Donald W.I. 
The mystery of the origin of multiple sclerosis. J. 
Neurol. Neurosurg. Psych. 1986; 49, 113-123) . Tour & tour, 
des arguments ont 6t6 mis en ayant, en faveur d'une 
hypothdse vira le ( Carp R . I . , Warner H • B • and Mer z G . S . 

30 Viral etiology of multiple sclerosis. Prog. Med. Virol., 
1978; 24, 158-177), bact6rienne (Marie P. Sclerose en 
plaques et maladies inf ectieuses. Le progrds medical. 
1884; 12, 287-289 / Gay D, Dick G, Upson G. Multiple 
sclerosis caused by an oral spirochete? Lancet ; 1986, 2, 

35 815-9) , autoimmune (De Keyser J. Autoimmunity in multiple 
sclerosis. Neurology ; 1988 Mar, 38, 371-4./ Calder V, 
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Oven S, Watson C, Feldmann M, Davidson A. MS : a localized 
immune disease of central nervous system. Immunol Today ; 
1989 Mar, 10, 99-103.)/ toxique (Juntunen J, Kinnunen E, 
Anti-Poika M, ' Koskenvuo M. Multiple sclerosis and 
5 occupational exposure to chemicals : a co-twin control 
study of a nationwide series of twins. Br. J. Int. Med. ; 
1989 417-9.) ou genetique (Ebers G.C, Bulman D. The 
geographic distribution of MS reflects genetic 
susceptibilty. Neurology 1986; 36, Sl-108 / Haegert DG, 

10 Michaud M, Schwab C, Tansey C, Secary F, Francis G. HLA- 
DR beta,-DQ alpha and -DQ beta restriction fragment length 
polymorphisms in multiple sclerosis. J. Neurosci. Res. 
1989; 23, 46-54.). En fait, il semble qu'une combinaison 
d'une predisposition g£n£tique Sl l v action d'un agent 

IS pathog&ne primaire puisse d&boucher sur un processus 
inf lammatoire et auto-immun d&vastateur (Waksman B.H. 
Mechanisms in multiple sclerosis. Nature 1985; 318, 104- 
105) . 

DiffSrentes sequences d'£v£nenents peuvent ainsi 
20 expliquer la d£my61inisation et l'atteinte neurologique 
fonctionnelle dans la SEP, sans qu'il ait 6t6 possible & 
ce jour d v identifier un facteur determinant qui puisse les 
initier et donner une explication coh6rente a la multitude 
des donnees parcellaires accumul£es au sujet de cette 
25 maladie. 

Des molecules d'origine bactferienne ou virale, 
voire r&trovirale endogdne, sont connues pour poss€der des 
propri6t6s dites superantigdniques (Acha-Orbea H. and 
Palmer E. , Mis - a retrovirus exploits the immune system. 

30 Immunology today 1991; 12, 356-361 / Cole B.C and Atkin 
C.L. The mycoplasma arthritidis T-cell mitogen, MAM: a 
model superantigen. Immunology Today 1991; 12, 271-276). 
Leurs proprietes particulidres de stimulation directe des 
lymphocytes T, sp6cif iques d'antigSnes diffferents, par 

35 liaison avec la region V8 de certains r&cepteurs "T", ont 
fait evoquer l'hypothfese que de telles molecules soient 
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intimement associees au processus etiopathog&nique de la 
SEP (Rudge P. Does a retroviral ly encoded superantigen 
cause multiple sclerosis ? Journal of Neurology, 
Neurosurgery and Psychiatry 1991; 54, 853-855). Or, un des 
5 effets caracteristiques de ces super ant i genes sur les 
cellules T est 1 • induction prematura, dans certaines 
conditions, d*une xnort cellulaire programme ou apoptose 
(Woodland D.L., Happ M.P., Gollob K.J. & Palmer E. An 
endogenous retrovirus mediating deletion of a& T cells ? 

10 Nature (London) 1991; 349, 529-530). Les super an tigdnes 
ont aussi pour proprietes de se lier aux molecules HLA de 
classe II a la surface des cellules presentant l'antigdne 
(Cole B.C and Atkin C.L. The mycoplasma arthritidis T-cell 
mitogen, MAM: a model superantigen. Immunology Today 1991; 

15 12, 271-276). Rappelons ainsi que les astrocytes possddent 
la capacity d'exprimer les antigdnes HLA de classe II au 
niveau de leur membrane plasmique et, notamment, en 
r&ponse a certaines cytokines pro-inf lammatoires comme 
l 1 interferon gamma ou le facteur alpha n6crosant des 

20 tumeurs (TNF-alpha) (Traugott U. Multiple sclerosis: 
relevance of class I and class II MHC- expressing cells to 
lesion development. Journal of Neuroimmunology 1987; 16, 
283-302). Cependant, aucun superantigSne n'a encore 6t6 
mis en Evidence dans la sclerose en plaques. 

25 Par ailleurs, de nombreux processus apoptotiques 

"intempestifs" , par opposition aux processus apoptotiques 
normaux li&s, par exemple, au d£veloppement du syt&me 
nerveux (Williams G.T. and C. A. Smith Molecular 
regulation of apoptosis: genetic controls on cell death 

30 Cell 1993; 74, 777-779), peuvent intervenir en 1' absence 
de superantigdne , qu • il s • agisse d 1 infection virale 
(Levine B., Huang Q. , Isaacs J.T., Reed J.C., Griffin D.E. 
and Hardwick J.M. Conversion of lytic to persistent 
alphavirus infection by the bcl-2 cellular oncogene. 

35 Nature, 1993; 361, 739-742) ou qu'il s' agisse de 
stimulation d»un recepteur cellulaire (Newell M.K., 
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VanderWall J., Beard K.S. and Freed J.H. Ligation of aajor 
histocompatibility complex class II molecules mediates 
apoptotic cell death in resting B lymphocytes. P.N.A.S. 
1993; 90, 10459-10463) . II est interessant de noter aussi 
5 qu'une apoptose peut fetre induite par la stimulation in 
vitro d'un r&cepteur membranaire au TNF-alpha (Williams 
G.T. and C. A. Smith Molecular regulation of apoptosis: 
genetic controls on cell death Cell 1993; 74, 777-779), 
mais qu'un tel phenomene n'a pas ete etudi6 dans le 

10 systdme nerveux et a fortiori avec les astrocytes • 

Certaines cytokines peuvent done dgclencher un 
processus pathogdne et Stre produites, notamment par les 
macrophages, et ont un effet cytotoxique sur les 
oligodendrocytes (Selmaj. K.W. and Raine C.S. Tumor 

IS necrosis factor mediates myelin and oligodendrocyte damage 
in vitro. Ann. Neurol. 1988; 23, 339-346.). II est & noter 
que le TNF alpha, ainsi que 1 1 inter leukine-l-alpha, 
1 • inter leukine-l-b6ta , 1 • inter leukine-2 , 1 1 inter leukine-6 
et 1' interferon gamma, n'ont pas a priori d' effet 

20 cytolytique sur les astrocytes, mais induisent plutdt une 
proliferation astrocytaire (Barna B.P., Estes M.L, Jacobs 
B.S., Hudson S. and Ransohoff R.M. Human astrocytes 
proliferate in response to tumor necrosis factor alpha. J. 
Neuroimmunol. 1990; 30, 239-243). Cependant, les 

25 astrocytes peuvent eux-m€mes 6tre soumis & des 
stimulations & I'origine d'une s6cr6tion de TNF alpha. 
Ceci peut s ' observer, par exemple, en r6ponse & des 
toxines bact£riennes lipopolysaccharidiques ou & des 
ionophores calciques (Robbins D. S. , Shirazi Y. , Drysdale 

30 B.E., Lieberman A., Shin H.S. and Shin M.L. Production of 
cytotoxic factor for oligodendrocytes by stimulated 
astrocytes. The Journal of Immunology 1987; 139, 2593- 
2597). Ainsi, une atteinte des oligodendrocytes, et done 
une destruction des feuillets my&liniques, peut se 

35 produire indirectement par le biais du TNF alpha produit 
par des astrocytes. Toute molecule induisant une telle 
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production de cytokine par les astrocytes, quel qu'en soit 
l f effet propre sur ces derniers (proliferation, 
dif f erenciation ou ef fet cytopathogene) , est done 
potentiellement demyelinisante. Le TNF-alpha induit un 
5 m6canisme cytotoxique oligodendrocytaire dont les premiers 
effets sont marques par un gonflement des structures 
myeliniques, evoquant une action mediee par les canaux 
ioniques (Selmaj. K.W. and Raine C.S. Tumor necrosis 
factor mediates myelin and oligodendrocyte damage in 

10 vitro. Ann. Neurol. 1988; 23, 339-346). Une correlation 
entre la production de TNF-alpha in vivo et les poussees 
de SEP semble d'ailleurs exister (Beck J., Rondot P., 
Catinot L. , Falcoff E. , Kirchner H. and Wietzerbin J. 
Increased production of interferon gamma and tumor 

IS necrosis factor precedes clinical manifestation in 
multiple sclerosis: do cytokine trigger oTf 
exacerbations ? Acta Neurol. Scand. 1988; 78, 318-323). Le 
rdle des astrocytes dans une telle production de TNF-alpha 
chez les patients atteints de SEP est cependant m6connu. 

20 En tout 6tat de cause, les astrocytes 6tant 

susceptibles de produire du TNF-alpha et de co~pr£senter 
un antigdne-cible avec des antig&nes HLA de classe II aux 
cellules immunocomp€tentes , elles-mfimes recrut6es par un 
processus cytopathique et/ou inf lammatoire, ils se 

25 trouvent de fait au carrefour des interactions 
immunopathologiques telles qu'on peut en observer dans le 
processus 16sionnel d£my61inisant qui caract6rise la SEP. 

Un autre type de molecule susceptible de jouer un 
rdle dans le processus pathogSnique conduisant i la 

30 formation d'une plaque de demy elinisat ion, puis & une 
gliose astrocytaire, est constitud par les prot6ines dites 
de choc thermique (HSP) ou prot6ines de stress. Ces 
proteines constituent une famille phylog^netique 
relativement conservee et sont retrouvees tant chez les 

35 procaryotes que chez les vertebras super ieurs (Heat shock 
proteins and immune response. Kaufmann S.H.E., Current 
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Topics in Microbiology and Iranunology, vol. 167. Springer- 
Verlag, Berlin, 1991) „ Leur synthese est induct ible dans 
les cellules eucaryotes par differents stress, notamment 
infectieux ou thermiques, et leur communautS antig6nique 
5 interespdces a fait evoquer une induction possible 
d' autoimmunity chez l'homme par des bacteries infectieuses 
portant des HSP, comme mycobacterium tuberculosis 
(Wienfield J.B. and Jar jour W.N. Stress proteins, 
autoimmunity, and autoimmune disease. In "Heat shock 

10 proteins and immune response, Kaufmann S.H.E. Current 
Topics in Microbiology and Immunology, vol. 167, ppl61- 
189. Springer-Verlag, Berlin, 1991). 

Des antigenes bacteriens pouvant poss£der des 
proprietes superantig&niques ou etre des prot&ines de choc 

15 thermique, ont ete incriminSs dans 1' induction de pouss£es 
de SEP, sans qu'il soit clairement 6tabli a ce jour s'ils 
s'agit de co-facteurs de pathogenicity occasionnels ou 
d 1 agents etiologiques , ou encore de pathogdnes partageant 
des proprietes communes responsables d'une pathogenicity 

20 identique (Brocke S., Gaur A., Piercy C # Gautam A., 
Gijbels K. , Fathman C.G. and Steinman L. Induction of 
relapsing paralysis in experimental autoimmune 
encephalomyelitis by bacterial superantigen. Nature 1993; 
365, 642-644 / Birnbaum G., Kotilinek L. and Albrecht L. 

25 Spinal fluid lymphocytes from a subgroup of multiple 
sclerosis patients respond to mycobacterial antigens. Ann. 
Neurol. 1993; 34, 18-24). 

Ce type de m£canisme fait intervenir, d'une part 
la presence d'HSP exogdnes (bact&riennes, par exemple) 

30 contre lesquelles les cellules immunocomp6tentes se 
sensibilisent, et d* autre part, 1* expression d'HSP 
endogdnes (de l'organisme infects ) 3l la surface de 
cellules exprimant les antigdnes HLA de classe II. Si les 
HSP cellulaires partagent des Epitopes communs avec les 

35 HSP exogSnes, el les peuvent Stre reconnues comme 
"infectieuses" par les lymphocytes sensibilises. Leur rdle 
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a aussi ate evoque dans la SEP (Ransohoff R.M. and Rudick 
R. A. Heat-shock proteins and autoimmunity: implications 
for multiple sclerosis. Annals of Neurology 1993; 34, 5- 
7) • La M gliotoxicit6 M de telles molecules peut passer par 
S la reponse immunitaire et, eventuellement , par les 
cellules astrocytaires ou les microgliocytes (autres 
cellules gliales macrophagiques pouvant presenter un 
antigdne specif ique) , mais les effets cytopathiques 
propres de certaines HSP sur les cellules gliales sont 
10 meconnus au vu de l 1 absence d' etudes exhaustives dans ce 
domaine. 

Des travaux effectu£s ont apport£s des arguments 
en faveur d'une etiologie virale de la SEP (voir notamment 
Perron H. Geny C. , Laurent A., et al. Leptomeningeal cell 

15 line from multiple sclerosis with reverse transcriptase 
activity and viral particles. Res. Virol. 1989; 140, 551- 
561 / Perron H. , Geny C. , Gratacap B. , et Coll* Isolation 
of an unknown retrovirus from CSF, blood and brain from 
patients with multiple sclerosis, in "Current concepts in 

20 multiple sclerosis 1 *, Wietholter et al., pp. 111-116. 
Elsevier, Amsterdam, 1991 ; Perron H. , Lalande B. , Gratacap 
B. , et al. Isolation of retrovirus from patients with 
multiple sclerosis . Lancet 1991; 337, 862-863 ; et WO^ 
93/20188 dont le contenu est incorporfi & titre de 

25 r6f Srence) . 

A la suite des travaux pr6cit£s, les presents 
inventeurs ont 6t6 conduits & rechercher un ou des 
facteurs effecteurs du processus pathogen ique aboutissant 
& la formation typique de plaques de demyelinisation et & 

30 une gliose astrocytaire. 

Bien que les cultures de monocytes /macrophages 
sanguins de sclerose en plaques a lent contribufe & 6tayer 
une hypothdse virale au cours des travaux pr6cit6s, 
d* autres aspects du rdle des cellules macrophagiques dans 

35 la pathogenie de cette maladie, qui n^mpliquent pas 
necessairement un agent viral, doivent etre pris en 
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consideration ; a cet egard, une hypothese a done et6 
emise et verif iee selon laquelle un ou plusieurs 
facteur(s) toxique(s) pour les cellules macrogliales 
(astrocytes, oligodendrocytes) pourrait (ent) §tre 

5 produit(s) par les monocytes de patients atteints de SEP. 

Bien que les facteurs moleculaires en cause soient 
meconnus, un facteur toxique provenant soit des cellules 
immunitaires ou inf lammatoires, soit d'un agent viral ou 
bacterien, soit encore, induit par ces derniers dans les 
10 cellules environnantes , est susceptible d f initier un 
processus about issant a une r&ponse inf lamina toire aigiie ou 
chronique. 

Pour bStir cette hypothese, on s'est notamment 
interesse aux travaux effectu6s sur le retrovirus de 

15 1 • immunodef icience humaine, HIV-1. 

En effet, les monocytes infectes par le HIV-1 et 
non les monocytes sains ni les lymphocytes, qu*ils soient 
infect€s ou non par le HIV-1, produisent in vitro une 
cytotoxine encore mal caract£ris€e ma is dont le tropisme 

20 neuronal, selon les auteurs, l'a faite d6nommer 
neurotoxine (Giulian D., Vaca K. and Noonan C.A. Secretion 
of neurotoxins by mononuclear phagocytes infected with 
HIV-1. Science 1990; 250, 1593-1596). II a 6t§ par la 
suite montrfi que certaines prot6ines isol6es du HIV-1 

25 pouvaient & elles seules, en 1* absence de particules 
infectantes, induire la production de ce facteur 
neuro toxique par les macrophages cultiv£s in vitro 
(Giulian D., Wendt E«, Vaca K. and Noonan C.A. The 
envelope glycoprotein of human immunodeficiency virus type 

30 1 stimulates release of neurotoxins from monocytes. 
P.N.A.S. 1993; 90, 2769-2773). II a aussi &t6 montr6 que 
certains mycoplasmes parfois associ§s au HIV-1 en culture 
pouvaient exhiber ou induire cette activity neuro toxique 
(Bernton E.W., Bryant H.U., Decoster M.A., Orenstein J.M. , 

35 Ribas J.L., Neltzer M.S. and Gendelman H.E. No direct 
neuronotoxicity by HIV-1 virions from HIV-l infected T 
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cells or monocytes. AIDS Research and Human Retroviruses 
1992; 8, 495-503). Cependant, dans ce dernier cas, la 
contribution relative du HIV-1 et d'eventuels mycoplasmes 
est a peser au regard des resultats d 1 etudes sugg€rant que 

5 les mycoplasmes pourraient jouer un role de co-facteur de 
pathogenicity dans la maladie induite par le HIV-1, le 
syndrome d 1 immunod€f icience acquise ou SIOA (Lo S.C., 
Hayes M.M., Wang R. YH, Pierce P.F., Kotani H. , and Shih 
J. WK. Newly discovered mycoplasmas isolated from patients 

10 infected with HIV. The Lancet 1991; 338, 1415-1418). De 
plus, la presence de superantigenes associes aux 
mycoplasmes rendent vraisemblable une synergie 
pathogenique occasionnelle avec une infection retrovirale 
(Cole B.C and Atkin C.L. The mycoplasma arthritidis T-cell 

IS mitogen, NAM: a model superantigen. Immunology Today 1991; 
12, 271-276) . 

Bien que des neurotoxines particuli&res puissent 
avoir des effets sur certains recepteurs aux 
neuromddiateurs presents non seulement sur des cellules 

20 neuronales mais aussi sur les cellules gliales, ce qui est 
prouv£ pour la prot£ine gp 120 du HIV1, (Levi G. , Patrizio 
M. , Bernardo A., Petrucci T.M. and Agresti C. Human 
immunodeficiency coat protein gpl20 inhibits the S- 
adrenergic regulation of astroglial and microglial 

25 functions. P.N.A.S. 1993; 90, 1541-1545), la propriety de 
neurotoxicity n'entralne pas n6cessairement une propri6t6 
de gliotoxicit6. 

La double interrogation sur I'origine rfetrovirale 
feventuelle de la SEP (Dalgleish A. 6., Fazakerley J.K. and 

30 Webb H.E. Do human T-lymphotropic viruses (HTLVs) and 
other enveloped viruses induce autoimmunity in multiple 
sclerosis ? Neuropath. Appl. Neurobiol., 1987; 13, 241- 
250.) et sur la contribution 6ventuelle d'un agent 
bacterien a sa pathogenie (Brocke S. , Gaur A. , Piercy C. , 

35 Gautam A., Gijbels K. , Fathman C.G. and Steinman L. 
Induction of relapsing paralysis in experimental 
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autoimmune encephalomyelitis by bacterial superantigen. 
Nature 1993; 365, 642-644 / Birnbaum G. , Kotilinek L. and 
Albrecht L. Spinal fluid lymphocytes from a subgroup of 
multiple sclerosis patients respond to mycobacterial 
5 antigens. Ann- Neurol. 1993; 34, 18-24), conforte les 
inventeurs dans leur recherche d' elements cytotoxiques 
pour les cellules macrogliables chez les malades atteints 
de SEP. En effet, si les neurones sont principalement 
l'objet d 1 alteration pathologique dans les cas 

10 d' encephalopathies £ HIV-1 (Shaw G.M. , Harper M.E., Hahn 
B.H., Epstein L.G., Carleton Gajdusek D., Price R.W., 
Navia B.A., Petito C.K., C^Hara C.J., Groopman J.E., Cho 
E.S., OlesJce J.M., Wong-Staal F., Gallo R.C. HTLV-III 
Infection in brains of children and adults with AIDS 

15 encephalopathy. Science, 1985; 227, 177-182.), ce sont les 
cellules gliales qui constituent la cible principale "du 
processus neuropathologique dans la SEP. 

On entend par glycoprotfeine, une prot6ine & 
laquelle est associ€e par liaison covalente, au mo ins un 

20 groupement glucidique. 

Par gchantillon biologique, on comprend notamment 
un prfeldvement, du type fluide, tissu ou fragment de 
tissu, mucositS, organe ou fragment d'organe, ou 
surnageant de cultures obtenu & l'aide d'un des 

25 prfelfevements pr6cit6s. 

L 1 invention a ainsi pour objet un facteur 
gliotoxique qui poss&de une activitfe toxique vis-i-vis des 
cellules astrocytaires humaines ou animales, ladite 
activity ayant pour effet une disorganisation 

30 cytomorphologique de leur rfeseau de filaments 
intermediates et/ou une degradation des protfeines desdits 
filaments intermfediaires et/ou une mort cellulaire 
notamment par apoptose. 

Par facteur gliotoxique, on entend, une molecule 

35 particulidre, ou un facteur represents par un ensemble de 
molecules pouvant etre definies, presentant une activitfe 



2716198 

15 

biologique pouvant etre mise en Evidence par un effet 
cytotoxique sur des cellules gliales. 

Les inventeurs ont pu mettre en evidence que 
l'activite toxique du facteur precite etait associ§ a au 
5 moins une glycoproteine globulaire, 

lis ont en outre caracterisfe un facteur 
gliotoxique qui s'avdre selon 1* invention, apr&s 
traitement success ivement, sur une resine echangeuse 
d'ions puis sur une colonne de separation par exclusion, 

10 constitue, ma joritairement , par une fraction legere, 
centree sur un poids moleculaire apparent d 1 environ 17 kD, 
et minor itaireraent, par une fraction lourde, centrfee sur 
un poids moleculaire apparent d 1 environ 21 kD, au moins 
ladite fraction legdre etant resistante, dans des 

15 conditions non dfenaturantes , d 1' action hydrolytique de la 
pronase, de la trypsine ou de la proteinase K, et chacune 
des deux dites fractions pr6sentant une forte affinity 
pour les lectines et notamment la concanavaline A. 

Selon 1* invention, un facteur gliotoxique est 

20 susceptible d'etre obtenu & partir du proc£d£ comprenant 
les etapes suivantes: 

- on part d*un echantillon biologique preiev6 par 
exemple sur un patient atteint de sclerose en plaques 
cliniquement active, 

25 - on traite success ivement ledit echantillon sur 

une r€sine Echangeuse d'ions puis sur une colonne de 
separation par exclusion, pour obtenir un facteur 
gliotoxique const itu6 majoritairement, par une fraction 
16gdre, centr6e sur un poids moleculaire apparent 

30 d 1 environ 17 kD, et minoritairement, une fraction lourde, 
centree sur un poids moleculaire apparent d v environ 21 kD, 
chacune desdites fractions possedant une activite 
gliotoxique et ayant en outre les propri6t6s de resistance 
et/ou d'af finite mentionnees ci-dessus. 

35 Un autre objet de 1" invention est un procede pour 

detecter et/ou suivre 1* activite et/ou pronostiquer une 
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pathologie telle que la sclerose en plaques, cons is tan t £ 
detecter, dans un echantillon biologique, la presence 
et/ou la quant ite d'un facteur gliotoxique tel que defini 
par l 1 invention. 
5 Oe preference, 1* echantillon biologique contenant 

le facteur gliotoxique subit un proc6d€ de prfrtraitement , 
caracterise en ce que, pour eliminer des contaminants 
susceptibles de produire une activite cytotoxique parasite 
et non specif ique du facteur gliotoxique de 1" invention, 
10 on effectue un traitement dudit echantillon avec l'un au 
moins des traitements suivants: 

- on met ledit echantillon en contact avec de la 
proteine A, 

- on met ledit echantillon en contact avec une 
IS r€sine echangeuse d*ions, 

- on met ledit echantillon en contact avec line 
lectine et notamment la concanava 1 ine-A * 

La prSsente invention concerne aussi un proced6 
pour dStecter et/ou quantifier, dans un echantillon 

20 biologique, l 1 activity t ox ique du facteur gliotoxique 
d6crit pr&c&demment consistant & incuber ledit Echantillon 
biologique, dans un milieu de culture appropriE et 
contenant des astrocytes notamment immortal is£s, 
permettant leur culture, et a dEtecter et/ou quantifier 

25 les astrocytes morts et/ou les astrocytes vivants. 

Pour dEtecter et/ou quantifier les astrocytes 
morts et/ou les astrocytes vivants, on peut mettre en 
oeuvre diffErentes techniques de dosage et en particulier, 
les suivantes : 

30 * un dosage colorimEtrique mettant en oeuvre 

respect ivement la calcEine-AM et l'Ethidium homodimdre 

* un dosage colorimEtrique mettant en oeuvre le 
bromure de mEthyltEtrazolium 

* un dosage radioactif mettant en oeuvre le 51 Cr. 
35 Selon 1" invention, un autre procEdE pour detecter 

et/ou quantifier, dans un Echantillon biologique, 
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!• activity toxique d'un facteur gliotoxique comprend une 
etape d' incubation dud it echantillon dans un milieu de 
culture approprie, contenant des astrocytes, notaxnment 
immortalises, permettant leur culture, et une etape de 
5 detection et/ou de quantification de la fragmentation de 
I'ADN des astrocytes, et/ou de la disorganisation 
cytomorphologique du reseau des filaments intermedia ires 
et/ou de la degradation des proteines desdits filaments 
intermediates . 

10 Dans un proc£de de l 1 invention pour detecter, dans 

un echantillon biologique, la presence d f un facteur 
gliotoxique, on utilise les proprietes de ce dernier en 
realisant une etape de capture dudit facteur par une 
lectine et notamment la concanavaline-A, et/ou une etape 

15 de detection bas£e sur l'af finite dudit facteur pour 
unedite lectine. 

Enfin, les derniers objets de !• invention sont des 
compositions diagnostiques, et/ou therapeutiques, et/ou 
prophylactiques, comprenant tout ou partie d'un facteur 

20 gliotoxique de l f invention, naturel ou de synthase ou 
obtenu par genie genetique, et/ou un ligand sp6cifique 
audit facteur. 

Plus generalement, la presente invention peut etre 
appliquee & un dispositif pour mettre en oeuvre un test 

25 biologique utilisant par exemple une technique ELISA, 
possedant un support, ou un substrat, susceptible de se 
lier au facteur de l 1 invention. 

Dans tout le texte, les exemples, tableaux et 
figures annex6es, quand le diagnostic de SEP est 

30 mentionn6, il s^entend comme un diagnostic de SEP certaine 
definie par les crit6res de Poser et collaborateurs (Poser 
CM. et coll. New diagnostic criteria for multiple 
sclerosis : guidelines for research protocols, dans "The 
diagnosis of multiple sclerosis". Poser CM. , Paty D.W. , 

35 Scheinberg L. , Mac Donald W.I., Ebers G.C pp. 225-229. 
1984. Thieme Stratton Inc., New-York) . 
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La presente invention sera mieux comprise & la 
lecture de la description detail lee qui va suivre, faite 
en r6f6rence aux figures annexees dans lesquelles: 

La figure 1 illustre l'effet cytotoxique, observe 
S au microscope optique a contrast de phase, dans des 
cultures d'explants de cerveau embryonnaire de rat. 

Les figures 2 et 3 montrent l'effet cytotoxique 
observe sur different types de cellules presents dans les 
cultures d'explants embryonnaires, par analyse 
10 immunocytologique au microscope d fluorescence d une 
longueur d'onde appropriee pour la detection d f un signal 
£mis par un anticorps secondaire utilise dans une 
procedure d * immunofluorescence indirecte et marque h la 
f luoresceine • 

IS La figure 4 illustre la coincidence, dans quelques 

cultures de monocytes/macrophages de sclerose en plaques, 
entre les activitSs transcriptase inverse et cytotoxique. 
L* activity transcriptase inverse est donn&e en dpm 
(disintegrations par minute) en fonction du nombre de 

20 jours de culture. La courbe en pointings reprisente une 
culture de monocytes /macrophages d'un patient presentant 
une forme chronique fortement progressive de SEP, la 
courbe continue avec des losanges noirs repr£sente une 
culture de monocytes /macrophages d f un patient presentant 

25 une forme r6mittante de SEP en pouss6e aigiie et la courbe 
continue avec des ronds blancs reprfesente une culture de 
monocytes /macrophages d'un patient presentant une forme 
remittante de SEP en periode de remission. L'activite 
cytotoxique est representee par un nombre de croix allant 

30 de un £ quatre (effet cytotoxique posit if allant de tr&s 
faible a trds fort) ou un signe n6gatif (absence de 
cytotoxicity) , en regard du point porte sur la courbe 
representant I 1 activity transcriptase inverse du 
surnageant correspondant . 

35 La figure 5 illustre en fonction des jours de 

culture la cinetique de 1 'expression de l'activite 
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cytotoxique a partir de surnageants de cultures provenant 
de patients atteints de SEP et de temoins. Sur le 
graphique, les trois courbes en trait plein ou pointing 
repr6sentent les cinetiques de gliotoxicite dans les 
5 surnageants de culture de monocytes /macrophages de trois 
cas de SEP differents et les points alignes sur l'axe des 
abcisses (triangle noir, losange et rectangle blancs) les 
cinetiques negatives de culture de monocytes /macrophages 
de trois temoins atteints d'autres maladies neurologigues* 

10 La figure 6 reprSsente une visualisation de 

cellules astrocytaires vivantes et/ou mortes avec un 
sy steme optique. 

La figure 7 raontre les effets cytologiques lies & 
la cytotoxicity sur les astrocytes* 

IS La figure 8 il lustre le nombre moyen de cellules 

mortes (Fig 8A) ou vivantes (Fig 8B) astrocytaires apr&s 
melange & un surnageant de culture monocytes /macrophages & 
differentes dilutions. Les moyennes des comptages des 
cellules mortes et vivantes en fonction de la dilution de 

20 1 • 6chantillon gliotoxique sont representees par des carr&s 
noirs sur deux graphiques s6par6s. Les intervalles de 
confiance correspondant & chaque moyenne sont reprfesentes 
par une valeur super ieure et une valeur infer ieure 
distantes de deux €cart-types. 

25 Les figures 9A et 9B reprfesentent 1 • elect rophor 6s e 

sur gel d'acrylamide respect ivement en une puis deux 
dimensions d'une fraction gliotoxique obtenue & partir de 
filtres utilises pour la filtration in vivo de liquide 
cSphalorachidien (LCR) de patients atteints de sclerose en 

30 plaques. Pr6alablement & 1 * elect rophor^se les molecules 
adsorbees sur le filtre ont ete 61uees puis passees sur 
une resine echangeuse d'ions. 

Les figures 10A et 10B representent l'eiution dans un 
tampon Tris-HCl 50 mM, pH 6,8 sur colonne d' exclusion 
35 superose 12 d'une fraction gliotoxique obtenue apr&s 
passage sur resine DEAE sepharose et provenant d*un 
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melange de surnageants de culture de monocytes /macrophages 
de SEP preleves a J 6 , J 9 , J 12 , J is selon Figure 10A et 
preleves a J 6 , J 9 , J 13 , J 16 selon Figure 10B ; le trait 
epais representee 1» absorption des composants proteiques & 
5 280 nm avec un coefficient de sens ibi lite R = 1,2 ; le 
trait en pointille represente l'activite gliotoxique 
mesuree sur des fractions successives selon le protocole 
deer it plus loin dans la description* Les poids 
moleculaires apparents correspondant aux volumes d'elution 
10 (Ve) des pics de gliotoxicite sont indiques au sommet de 
ces pics. 

Selon la figure 10A, l'elution est faite en 
!• absence d'uree et selon figure 10B, l'elution est faite 
en presence d'uree 8M. 

IS Dans la figure 11, est presente un gel & une 

dimension, d • electrophorese S DS -poly aery lamide, montrant 
dans les puits successifs, la realisation d'une 
purification proteique du facteur gliotoxique partant d*un 
surnageant brut de cultures de monocytes/macrophages de 

20 SEP et aboutissant apres passage sur colonne DEAE puis 
concanavaline-A Sl l'isolement de bandes proteiques de 17 
et 21 kD portant la quasi-totalitfe de l'activite de 
1 ' echantillon. 

Dans les figures 12 et 13 sont presentees les 

25 elutions, sur colonne superose 12 dans un tampon contenant 
50 mN Tris-HCl, pH 6,8, avec de l'uree 8M, de fractions 
prealablement obtenues dans l'eluat en tampon glycine pH 3 
de colonne Con-A-sepharose • Ces eluats ont ete incubes en 
presence de proteinase K avant passage sur superose 12. 

30 La figure 12 represente une fraction issue d'un 

surnageant gliotoxique de culture ou monocytes de SEP et 
la figure 13 represente une fraction issue d'un surnageant 
de culture temoin non gliotoxique. 

La courbe represente & chaque fois l 1 absorption Sl 

35 280 nm des composants peptidiques avec une sensibility de 
detection R = 0,02. 
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Le niveau d'elution de prot&ine standard de 17 kD 
est indique par une fldche. 

La figure 14 represente l'effet dose-reponse dans 
un test de cytotoxicity au 51 Cr aprds 72 h d 1 incubation, 
5 la courbe en pointing correspondant aux valeurs obtenues 
pour un surnageant de culture de monocytes de SEP, et la 
courbe en trait plein correspondant aux valeurs obtenues 
pour une fraction purifiee sur Con-A provenant du mSme 
surnageant de culture. 

10 La figure 15 represente l'effet dose-reponse dans 

un test de cytotoxicity au m£thylt6trazolium, aprds 72 h 
d 1 incubation, la courbe en pointille correspondant aux 
valeurs obtenues, en trois mesures, pour un surnageant de 
culture de monocytes de SEP, et la courbe en trait plein 

IS correspondant aux valeurs obtenues pour une fraction 
purifiee sur Con-A provenant du m&me surnageant de 
culture. 

Les premiers travaux ont utilise comme fluides 
biologiques & analyser, les surnageants de culture in 
20 vitro de monocytes /macrophages de patients atteints de 
SEP, de t£moins sains ou atteints d'autres maladies 
neurologiques, et, comme support de detection d'un effet 
cytotoxique, des cultures in vitro d'explants de cortex 
c6r6bral embryonnaire de rat. 

25 

Example l: 

Culture de monocytes /macrophages sanguins 

Le milieu de culture comprend du RPMI1640 
30 (Boehringer) , de la p6nicilline-streptomycine 

(bioMerieux) , de la L-glutamine (bioM&rieux) , du pyruvate 
de sodium (Boehringer) , des acides amines non-essentiels 
lOOx (Boehringer) , du s£rum humain AB pr£lev£ chez des 
donneurs sains et s6ron6gatifs pour tous les virus 
35 transmissibles par les derives sanguins connus. 
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Les cellules lymphoides sont cultivees dans des flacons de 
culture de 75 cm 2 Primaria (Falcon) aprds avoir fetfe 
separees du plasma et des autres elements figures sanguins 
par centrifugation sur gradient, de Ficoll (Lymphoprep® , 
S Flow) . Pour obtenir ces cellules lymphoides, 50 ml de sang 
sont: prelev£s par ponction veineuse sur tube sterile 
heparine (lithium heparine) . Le sang et 1' heparine sont 
bien melanges aussitot le sang prfeleve. Alternativement, 
le sang peut etre preleve dans des tubes contenant de 

10 l'EDTA. II est important ensuite, de transporter 
immediatement les tubes maintenus & +4°C au laboratoire, 
o£t ceux-ci seront manipulfes sous hotte de culture a flux 
laminaire "biohazard" dans des conditions st£riles. Par 
preldvement, on prepare un milieu "RPMI" qui pourra 

IS avantageusement comprendre 100-150 ml de milieu RPMI 1640, 
un melange de p€nicilline et streptomycine, 4% de 1^- 
glutamine, 1% de pyruvate de sodium, 1% d'acides amines 
non-essentiels Boehringer (100X), ainsi que 3 tubes 
stfiriles k fond conique de 50 ml (Falcon) contenant 10 ml 

20 du milieu "RPMI" sus-d6crit, et 4 tubes st£riles de 50 ml 
avec 20 ml de Ficoll au fond* Les tubes h^parinfes sont 
ouverts pour pipeter le sang, le d€poser dans les tubes 
contenant du milieu et le mfilanger doucement au milieu 
sus-d£crit. On pr616ve 5 ml de milieu "RPMI" et l'on rince 

25 la paroi des tubes h6parin€s. II faut accompagner ce 
rin^age d'un grattage 16ger & l'aide du bout de la pipette 
plastique afin de d6coller des cellules ayant 
eventuellement adh£r€ aux parois du tube, et le d&poser 
dans les tubes contenant le sang dilu6 dans le milieu 

30 "RPMI", en m61angeant doucement le contenu par 
aspirations/refoulements successifs. II faut r£p6ter ces 
operations jusqu'd ce que les tubes h6parin6s soient 
propres. II faut ensuite dgposer trds doucement (sans 
remous) le sang dilue dans le milieu "RPMI" , a la surface 

35 du Ficoll dans les tubes de 50ml puis utiliser du milieu 
"RPMI" pour rincer le reste de sang dilu£ et le rScupferer 
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comme precedemment pour le deposer delicatement & la 
surface des tubes avec le Ficoll. Ensuite, et sans secouer 
le Ficoll, il faut placer les tubes dans des godets pour 
centrif ugeuse , equilibrer 4 l'aide de tubes remplis d'eau, 
5 et centrif uger a +15 °C pendant 20 minutes & 1800 tr/min, 
avec un mode de deceleration lente. Aprds centrif ugat ion, 
on recupere les tubes dans lesquels on enfonce doucement 
une pipette jusqu'a hauteur de 1' interface super ieure 
"Ficoll/plasraa" et I'on aspire doucement la couche 

10 blanchdtre situ£e au dessus du Ficoll en d£crivant des 
cercles concentriques depuis les parois, puis en decrivant 
des w zig-zags w d'un cdte £ !• autre de la surface du 
Ficoll. On place le milieu aspire dans des tubes de 50 ml, 
on le dilue dans au mo ins 3 fois le volume de milieu RPMI 

IS et l'on melange doucement par inversion des tubes bouchSs 
sterilement. On centrifuge ensuite les tubes & +15 °C 
pendant 10 minutes & 1800 tpm, avec un mode de 
deceleration lente. Apr£s centrif ugat ion, on jette en 
versant lentement mais regulidrement le surnageant de ces 

20 tubes, tout en en veillant a ce que le culot blanch&tre de 
cellules ne se det&che pas. On resuspend le culot dans 10 
ml de milieu "RPMI" par aspirations/refoulements 
successifs et on centrifuge la suspension & +15°C pendant 
10 minutes & 1800 tpm, avec un mode de deceleration lente. 

25 Par pre lavement ou par 50 ml de sang preleve, on prepare 
deux petits flacons de culture en plastique electropositif 
(Falcon "PRIMARIA") de 75 cm 2 et 10 ml de milieu "RPMI" 
auquel on aura a j out 6 15% de serum humain "AB" (SH) sus- 
decrit* Apr£s centrif ugat ion, on eiimine le surnageant 

30 comme precedemment, on resuspend doucement le culot dans 
5ml de milieu "RPMI" avec 15% de SH et l*on r6partit les 
cellules resuspendues dans les flacons places & plat et 3 
peine soul eves. La suspension est aussitdt r6partie en 
remuant chaque flacon £ plat. Les tubes de centrif ugat ion 

35 sont rinces avec 5ml de milieu "RPMI* a 15% SH, et la 
suspension est ajoutee et repartie dans les deux flacons, 
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comme precedemment. Avantageusement , tous los milieux 
utilises pour ces etapes sont d 37 °C (rechauffes au bain 
marie) . Une fois les f lacons refennes, ils sont tenus h 
plat dans une etuve humide a 37 °C avec 5% de C0 2 jusqu'au 

5 lendemain matin. Le lendemain matin, il convient de bien 
aspirer tout le surnageant avec les cellules en 
suspension, de rincer les f lacons deux fois avec 4ml de 
RPMI seul, en laissant "tremper" 5 minutes a chaque fois 
et en relevant lentement le flacon avant d* aspirer tout le 

10 milieu restant, afin d'eliminer les cellules non- 
adherentes* On remplit ensuite les f lacons de 5 ml de 
milieu RPMI a 15% de SH, on les replace a l 1 etuve et l f on 
veille a ne pas les bouger pendant 48h. D£s cette 6 tape, 
il convient de tou jours remplir les f lacons places debout 

15 en dirigeant le jet sur la paroi superieure afin de ne pas 
detacher les cellules en cours d 'adhesion, puis, par la 
suite, affectees par un effet cytopathog£ne eventuel. Les 
suspensions cellulaires ainsi recueillies 24 h aprds la 
mise en culture, sont centri fugles a +15° C pendant 10 

20 minutes a 1800 tr/min, avec un mode de deceleration lente. 
Eventuel lement, le culot de cellules peut €tre repris dans 
du serum de veau foetal avec 10% de DMSO (Dimethyl 
Sulfoxide) pour etre conge 16 & -80°C ou dans 1* azote 
liquide selon une procedure de maintien de cellules 

25 viables. Le surnageant correspondant est ensuite 
centrifuge & 3000 tr/min pendant 30 min. afin d'eliminer 
les debris cellulaires, et le surnageant clarifie est 
aliquote, r6pertorie comme echantillon a 24h de culture, 
soit Jl, puis stocke au congeiateur Sl -80 °C Aprds 48h 

30 dans l 1 etuve, on sort les f lacons, le surnageant est 
aspire deiicatement, et, comme precedemment centrifuge & 
3000 tr/min pendant 30 minutes afin d'eiiminer les debris 
cellulaires. Le surnageant clarifie est aliquote, 
repertorie comme echantillon £ 3 jours de culture, soit 

35 J3, puis stocke au congeiateur a -80 °C. Les f lacons sont 
aussitot remplis avec 5ml de milieu RPMI a 5% SH et 
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replaces dans l'etuve. A partir de ce moment, le milieu de 
culture ne contient plus que 5% de SH et cette proportion 
sera utilisee pour tous les renouvellements de milieu. Les 
milieux des flacons sont ensuite preleves, stockes sous 
5 aliquots de milieu clarifie des debris cellulaires, & 
-80 °C comme pr ecedemment , et remplac£s par du milieu 
"RPMI" a 5% de SH, tous les trois ou quatre jours, jusqu'd 
ce que ne persiste plus aucune cellule adherente et 
refringente a 1 ' observation microscopique dans le flacon. 

10 Exemple 2: 

Test de cytotoxicity sur cultures d'explants de 
cortex cerebral embryonnaire de rat et d'explants de 
moelle epini^re embryonnaire de rat* 

Les cultures d'explants de cortex cerebral 

15 embryonnaire de rat, sont obtenues & partir de cerveaux 
d'embryons de rats pr£lev6s sur ratte gestante, au 
quatorzieme jour de vie embryonnaire. Apr&s dissection, 
les cerveaux sont rinces trois fois dans un tampon 
"Dulbecco- Phosphate Buffer Saline (D-PBS: KH2PO4 0,2g/l, 

20 Na2HPO4-7H20 l,15g/l, NaCl 8g/l, KC1 0,2g/l) puis dans du 
milieu F12 (Boehringer) . Apr&s avoir 6t6 deiicatement les 
meninges et isoie le cortex, celui-ci est dissocie 
mecaniquement & l'aide de ciseaux dans un milieu F12. 
Parall&lement, des explants de moelle epini£re ont 6t6 

25 realises et mis en culture selon le m€me principe. Le 
volume est ensuite a juste & 30 ml de milieu F12 
supplements avec 7,5% de serum de veau fetal et 7,5% de 
serum de cheval. Aprds 10 minutes de d&cantation, le 
surnageant est centrifuge 5 minutes & 4000 tpm. Le culot 

30 obtenu est suspendu dans 10 ml de milieu complet. Les 
cellules sont etaiees a une density de 10 6 cellules par 
boite sterile de 35 mm de diamdtre (Falcon) et maintenues 
a 37 °C sous 7,5% de C02 et d 95% d'humidite. 
Alternativement, des lames avec alveoles de culture de 

35 type Labtek* peuvent etre utilis6es, notamment pour une 
etude immunohistochimique ulterieure, aprSs fixation de la 
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culture au temps vouiu. Le milieu de culture est changd 
tous les trois jours. Habitue llement apres 3 a 7 jours, 
lorsqu'une bonne dif f erenciation des neurones corticaux 
est obtenue avec une organisation harmonieuse du tapis 
S sous-jacent de cellules gliales et leptomeningees (un peu 
de pie-mere reste associee a 1 ■ echantillon de tissu 
cerebral utilise) , les cultures sont utilisees pour les 
tests de cytotoxicity vis-a-vis des cellules du syst&me 
nerveux central. 

10 Les &chanti lions a tester sont chauffgs 30 min & 

56°C, afin d'inactiver les prot£ines du complement et un 
eventuel virus envelopp€, puis centrifuges 10 minutes a 
1500 tpm. Eventuellement, le surnageant r£cup£r& est 
dialyse a 4°C dans 2 fois 20 volumes de tampon D-PBS une 

15 premiere fois pendant 2h, et une deuxi&me fois durant la 
nuit. L" echantillon a tester est aliquot 6 et conserve & 
-20 °C. Un aliquot est decongelfe pour les tests de 
cytotoxicity, melange selon la dilution voulue au milieu 
de culture des cellules cibles et le tout est replace dans 

20 1 * incubateur . Ici, les cellules cibles sont constitutes de 
1 9 ensemble des cellules pr&sentes dans la culture de 
l'explant de tissu c£r£bral. 

Un effet cytotoxique important a 6t6 observe dans 
ces conditions avec des surnageants dilu&s au 1/4, dans le 

25 milieu de culture des explants sus-d6crits, et pr61ev€s 
entre le troisidme et le dixi&me jour de culture de 
monocytes sanguins de patients atteints de SEP en pouss6e 
aigtie. Cet effet Etait observable au microscope opt i que 
utilise pour l'examen des cellules en culture, dds la 

30 sixidme heure suivant 1 • introduction de 1 • Echantillon 
dilue dans le milieu de culture. L* effet eta it tout 
d'abord notable au niveau des cellules gliales, 
identifiees par leur morphologie tout a fait typique lors 
d'une observation reguliSre de la culture. On a ainsi 

35 observe un gonflement des oligodendrocytes qui finissaient 
par s'arrondir et se detacher du support de culture, ainsi 
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qu'une vacuolisation des astrocytes accompagnee d'une 
regression importante de leurs extensions cytoplasmiques. 
A ce stade les neurones presents dans la culture etaient 
relat ivement conserves et ne presentent pas d' alteration 
S notable. Par la suite, apres 24 heures environ dans ces 
conditions, le tapis glial etant completement dfrtruit, les 
neurones finissaient par degenerer et se detSchaient & 
leur tour de la culture. Apres 48 heures dans ces 
conditions il ne restait quasiment plus de cellules 
10 viables dans les puits de culture mis en presence des 
surnageants allant de J3 a J12, alors que l'effet des 
surnageants des memes cultures de monocytes de SEP en 
poussee aigue pre 1 eves a Jl, J18 ou J21 presentaient un 
effet moindre, voire inexistant. Les surnageants des 
IS cultures de monocytes/macrophages sanguins de quelques 
temoins non-atteints de SEP n'ont, para lie lenient, induit 
aucun effet cytotoxique dans les memes conditions. 

Exemple 3: 

Test de cytotoxicity sur cultures d' explants de 
cerveau embryonnaire de rat. 

Des surnageants de cultures de 

monocytes/macrophages de SEP en poussee aigiie ou de temoin 
sain, ont ete dilues au 1/4 dans le milieu de culture des 
explants de cerveau d f embryons de rat parvenus a un stade 
de dif ferenciation avancee des neurones, puis incubes & 
37 °C comme decrit precedenunent . Un exemple de l'effet 
cytotoxique sus-decrit observe au microscope opt i que dans 
les cultures d 1 explants embryonnaires est montre Sl la 
figure 1. La photograph ie A represente une culture de 
cellules de cerveau incubee 48h avec un echantillon 
preleve a J 6 provenant d'un temoin sain. Les photographies 
B et C represent en t deux cultures de cellules de cerveau 
incubees 24h avec deux echantillons pre 1 eves 
respectivement a J18 et a J6, provenant de la mfime culture 
de monocytes/macrophages de SEP en poussfee aigiie. La 
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photographie D represente une culture de cellules de 
cerveau incubee 48h avec un echantillon pre 1 eve a J6, 
provenant de la meme culture de monocytes /macrophages de 
SEP en poussee aigiie que pour la photographie C. 
5 Par ailleurs, un exemple de l'effet observfe sur 

les differents types de cellules presents dans les 
cultures d'explants embryonnaires, par analyse 
immunocytologique au microscope a fluorescence, est montrfe 
aux figures annexees 2 et 3. Dans cet exemple, les 

10 surnageants de cultures de monocytes/macrophages de SEP en 
poussee aigiie ou de temoin sain, ont etfe dilues au 1/4 
dans le milieu de culture d'explants de cerveau ou de 
moelle epiniere d'embryons de rat cultiv£s sur lames 
Labtek® comme deer it precedemment . Les lames ont 6t6 

15 fixees en temps voulu, aprds deux lavages en PBS, par 
incubation de 10 minutes dans un melange volume & volume 
d* acetone et de methanol a -20°C, puis incub£es une nuit & 
+4°C avec la dilution adequate d'un premier anticorps 
sp€cifique du type cellulaire 2 marquer, soit, un 

20 anticorps anti-neurof i laments (anticorps anti-NF 

Boehringer) pour les neurones, un anticorps anti-prot6ine 
gliale fibrillaire acide (anticorps anti-GFAP Boehringer) 
pour les astrocytes, et un anticorps anti-prot6ine basique 
de la my 6 line (anticorps anti-MBP Boehringer) pour les 

25 oligodendrocytes. Aprds deux lavages de 10 minutes en PBS 
suivis d'un lavage de 5 minutes en eau distill6e, les 
lames ont &t€ incubSes une heure & temperature ambiante 
dans une dilution adequate d'un second anticorps, 
sp£cif ique des immunoglobu lines de l'espdce ayant servi & 

30 produire le premier anticorps, et coup 16 & un 
f luorochrome. Apr 6s lavage des lames comme precedemment, 
celles-ci ont &te mont6es pour etre examinees au 
microscope a fluorescence avec la longueur d'onde 
adequate. Dans la figure 2, les photographies A et B 

35 reprSsentent , grossi 40 fois, le marquage par un anticorps 
anti-neurof ilaments d'un explant de moelle epiniere incub4 
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avec un surnageant de culture de monocyte /macrophage de 
SEP en poussee aigue preleve a J9, pendant respect ivement 
12 et 48 heures. Dans la figure 2, les photographies C et 
D representent, grossi 40 fois, un explant de moelle 
5 epinidre incube pendant 24 heures avec un surnageant de 
culture de monocyte /macrophage de SEP en poussee aigue 
preleve a J9 , et marque respectivement , avec un anticorps 
ant i -neurofilaments et un anticorps anti-GFAP. Dans la 
figure 3, les photographies A et B representent, grossi 40 

10 fois, un explant de moelle gpiniSre incub€ pendant 24 
heures avec un surnageant de culture de 
monocyte/macrophage de SEP en poussSe aigiie pr£lev6 a J6, 
et marque respectivement, avec un anticorps anti-MBP et un 
anticorps anti-GFAP. 

IS L'effet cytotoxique le plus precoce et le plus 

important dans ces cultures prima ires de cellules du 
systdme nerveux central concerhe done h 1* evidence les 
cellules macroglia les, Sl savoir les astrocytes et les 
oligodendrocytes. 

20 

Example 4: 

Activitfes cytotoxique et transcriptase inverse 

Le protocole de culture de monocytes/macrophages 
25 ayant d'abord 6t6 mis au point pour 1' etude d'une 
expression r€trovirale dans la SEP (Perron H., Lalande B. , 
Gratacap B. , Laurent A., Genoulaz O., Geny C- , Mallaret 
M. , Schuller E. , Stoebner P. , Seigneurin J. M. 1991. 
Isolation of retrovirus from patient with multiple 
30 sclerosis. The Lancet 337; 862*863), on a test6 dans 
quelques surnageants, l v activity transcriptase inverse 
selon les conditions auparavant d£termin£es pour l'6tude 
ayant fait l'objet des travaux de Perron H. , Geny C, 
Laurent A,, Mouriquand C, Pellat J., Perret J., 
35 Seigneurin J.M. Leptomeningeal cell line from multiple 
sclerosis with reverse transcriptase activity and viral 
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particles. Res. Virol. 1989. 140; 551-561), paralldlement 
a leur activite cytotoxique sur les cellules de cerveau 
cultivees en explants, comme deer it precedemment . Dans 
quelques surnageants de cultures de monocytes /macrophages 
5 de SEP preleves entre Jl et J22, on observe une 
coincidence relative entre le maximum d' activite 
gliotoxique retrouvee dans les surnageants de culture et 
le pic d f activite transcriptase inverse. Cependant, comme 
ni le chauffage pendant 30 minutes a 56 °C, ni la 

10 congeiation-d6cong61ation k deux reprises, ni 
1 'elimination du culot sedimente par ultracentrifugation 
a 100 OOOg pendant 2 heures, n'ont altere l 1 effet 
cytotoxique des surnageants analyses, un effet direct da & 
1* infection des cellules explantees par un retrovirus 

IS present dans les surnageants de cultures de 
monocytes /macrophages de SEP est invraisemblable . 

La relative coincidence, dans quelques cultures de 
monocytes /macrophages de SEP, entre les activit€s 
transcriptase inverse et cytotoxique est montr£e & la 

20 figure 4. Des surnageants de cultures de 
monocytes/macrophages de SEP, ont 6t6 dilu6s au 1/4 dans 
le milieu de culture d'explants de cerveau et incubus 24 
heures selon le protocole sus-d6crit avant estimation de 
1* effet cytotoxique par quantification microscopique de la 

25 depletion cellulaire. Ces resultats montrent une relative 
coincidence entre 1' activite transcriptase inverse et 
1* activite cytotoxique observee. 

Example 5: 

30 Tests de cytotoxicite/gliotoxicite 

Etant donnas les resultats sus-d6crits, on a 
recherche un syst&me standardise d* etude et de 
quantification de 1 'effet cytotoxique observe. Aprds 
35 plusieurs evaluations, on a trouve que les cultures 
continues d 1 astrocytes immortalises (Galiana E. , Borde I., 
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Marin P*, Rassoulzadegan M. , Cuzin P., Gros F. , Rouget P., 
Evrard C. Establishment of permanent astroglial cell 
lines, able to differentiate in vitro, from transgenic 
mice carrying the polyoma virus large-T gene: an 
5 alternative approach to brain cell immortalization. 
Journal of Neuroscience Research 1990 • 26; 269-277) 
constituent un materiel adequat pour la detection et 
quantification, sur des cellules gliales pures et 
homogenes, d'une activity cytotoxique telle que ddcrite 
10 precedemment * 

Ainsi, la lignee continue d v astrocytes est 
maintenue dans un milieu DMEM-F12 (1/1) , supplements avec 
10% de SVF (serum de veau foetal) , dans un incubateur a 
7,5% de C02# a 37 °C et a 95% d'humidite. Les cellules sont 

IS mises en culture dans des plaques ou flacons de culture 
prealableinent recouvertes de poly L-lysine Sl 5 Mg/ml dans 
le PBS. La density de passage est, en g€n£ral, de 2.10 3 
cellules/cm 2 . Dans ces conditions, les cellules sont 
cultivees deux jours, ou jusqu'a obtention d'un tapis 

20 cellulaire monocouche homogdne, avant d'etre utilisees 
pour les tests de cytotoxicity. Elles peuvent 
avantageusement etre cultivees sur des plaques de cultures 
& 24 puits, permettant ainsi un travail en s&rie sur de 
nombreux tests & effectuer. Pour les etudes ulterieures 

25 sur lame, elles peuvent £tre cultivees sur des lames de 
culture alveolees de type Labtek*. De manidre gfenerale, 
les echantillons provenant de fluides biologiques & tester 
sont chauff6s 30 min & 56°C, afin d'inactiver les 
proteines du complement et un eventuel virus enveloppe, 

30 puis centrifuges 10 minutes a 1500 tpm et le surnageant 
r6cuper£. 

Chaque echantillon est ensuite dilue en proportion 
voulue dans le milieu de culture DMEM-F12 (1/1) a 10% de 
SVF des astrocytes sus-mentionnes, le milieu homog6n€is€ 
35 par pipettage ou agitation douce est depose dans le flacon 
ou le puits de culture en remplacement du milieu de 
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maintien. Les cellules sont ensuite replacees dans 
I'incubateur dans les conditions sus-decrites. L f effet 
cytotoxique vis-a-vis des cellules gliales que sont: les 
astrocytes est ainsi apprecie en terxne d 9 activity 
5 gliotoxique. 

L'effet gliotoxique des dilutions des echanti lions 
testes a ete mesure par trois techniques differentes qui 
se sont averees concordantes • 

La premiere technique, appelee "L/D test" (test 

10 cellules vivantes / cellules mortes) , est un dosage 
color imetrique rapide, semi-quant itat if , permettant la 
determination simultanee de cellules vivantes et mortes. 
Les cellules vivantes se distinguent par la presence d'une 
activite esterase intracellulaire. L' activity esterase est 

15 detectee par une fluorescence verte g€n£r6e par 
l'hydrolyse enzymatique d'un substrat, la calc£ine-AM. Les 
cellules mortes se distinguent par un marquage au niveau 
des acides nucl6iques, par l'frthidium homodimdre et seuls 
les noyaux des cellules dont les membranes nucl6aires sont 

20 endommagees fluorescent en rouge. Aprds 72 h d' incubation 
& 37 °C, les cellules sont r inches dans un tampon D-PBS et 
incubees 15 minutes & temperature ambiante et & l'abri de 
la lumifere, en presence de 200 jxl d'une solution de PBS 
contenant 2 mM de calc6ine-AM et 4 pH d'6thidium 

25 homodimdre. Une observation des cultures au microscope Sl 
fluorescence est ensuite effectu6e dans un court d€lai. 
Les cellules vertes (vivantes) et rouges (mortes) sont 
compt£es simultan6ment sur le mSme champ d 1 observation. 
Plusieurs champs sont observes (au moins trois) et la 

30 moyenne des comptages pour les cellules mortes et pour les 
cellules vivantes est prise comme r£sultat. L 1 activity 
gliotoxique (ou, plus g6n£ralement , cytotoxique) est 
exprimee selon la formule : % de cytotoxicity = (nombre 
moyen de cellules mortes/nombre moyen de cellules 

35 vivantes) x 100. 
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La seconde technique consiste en un dosage 
colorimetrique au methyltetrazolium des cellules vivantes. 
Le bromure de methyltetrazolium (MTT) est un sel utilise 
pour un dosage colorimetrique quant itat if (Mosmann T* 
5 Rapid color imetric assay of cellular growth and survival: 
application to proliferation and cytotoxicity assays. J. 
Immunol. Meth.1983; 65, 55-63.)- Le NTT est un substrat 
des dehydrogenases mitochondrials qui, apres reduction 
au niveau des cellules metaboliquement actives, donne un 

10 produit colore, le forma zan (violet). II permet ainsi un 
marquage des cellules vivantes. Les cellules (2.10 3 
cellules/cm 2 ) sont exposees 72 heures, & differentes 
dilutions de fractions purifiees (3 puits ou boltes pour 
une dilution a tester) . El les sont ensuite rincees dans un 

15 tampon D-PBS puis incubees 3h a 37 °C dans 3 ml d'une 
solution MTT 0,5 mg/ml dans du DMEM-F12 (1/1). Le 
surnageant est elimine et de 1 1 isopropanol acide (4.10~ 2 M 
HC1) est depose sur les cellules afin de solubiliser les 
cristaux de formazan. Le lysat resultant est centrifuge 2 

20 min/6500 tpm afin d'eliminer les debris cellulaires. Une 
lecture de densite optique est ensuite effectuee & 570 - 
630 nm. 

La troisieme technique utilise un dosage 
radioactif au 51 Cr qui permet la quantification des 

25 cellules mortes. Le 51 Cr est un element radioactif capable 
de penetrer dans les cellules vivantes et qui n'est 
relargue dans le milieu extracellulaire que lors de la 
mort des cellules. La mesure de la radioactivity 
incorporee, apres lavage des cellules mises en presence 

30 d'un milieu contenant du 51 Cr, ainsi que de celle qui est 
relarguee par les cellules dans le milieu va permettre une 
quantification des cellules vivantes et mortes. Les 
astrocytes (2.10 3 cellules/cm 2 ) sont incubes 2h ^ 37°C 
dans un milieu DMEM-F12 (1/1) contenant 20 /iCi de 51 Cr. 

35 Les cellules sont ensuite rincees 3 fois dans un milieu 
DMEM-F12, exposees a differentes dilutions de fractions 
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purifiees (3 puits ou boites pour une dilution & tester) 
et incubees 72 h a 37 °C. Le surnageant est recupere et les 
cellules lysees avec une solution de NaOH 1M. On effectue 
ensuite un comptage en coups par minute (cpm) de la 
5 radioactivity (Compteur Gamma) pr^sente dans le surnageant 
et dans le lysat, et on determine un pourcentage de 
cytotoxicity calculi de la manidre suivante : % 
cytotoxicity = [ (cpm surnageant - cpm spontanSe) / (cpm 
total - cpm spontanee) ] X100. La radioactivity spontan£e 
10 en cpm correspond au bruit de fond mesure par le compteur 
sur un echantillon provenant d'une culture incub£e avec un 
meme fluide (LCR, serum ou surnageant de culture de 
monocytes /macrophages) non gliotoxique et avec du 51 Cr, 
dans les roemes conditions que 1 • ychantillon a tester. 
15 Pour les ytudes de reproductibility et de 

fiability, plusieurs puits ont yty incubes avec la m§me 
dilution du meme ychantillon gliotoxique et l'ycart type 
obtenu a ety pris en compte pour le caractdre significatif 
des rysultats des series d 1 analyses ulterieures. Ce type 
20 de verification peut etre effectuy & chaque changement de 
lot de cellules atrocytaires (d£congyiation d'une nouvelle 
ampoule) ou & chaque changement de lot de milieu de 
culture (lot de SVF, surtout) . Dans les expferiences 
mentionnyes ici, un pourcentage de cellules mortes 
25 supyrieur & 5% s'avfere significatif d'un effet cytotoxique 
absent dans les conditions norma les de culture. 

Example 6: 

Cinytique de 1' activity cytotoxique 

Des surnageants de cultures de 

monocytes/macrophages de SEP cytotoxiques sur des cultures 
primaires d'explants de cerveau embryonnaire, ainsi que 
des surnageants contrdles non-cytotoxiques, ont yty testy s 
sur des cultures de la lignee astrocytaire sus-mentionnee. 
La presence d' activity gliotoxique detectee par les 
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astrocytes et visualisee par le "L/D test" a ete retrouvfee 
dans les surnageants prealablement cytotoxiques pour les 
cultures primaires et non dans ceux qui n'avaient pas eu 
cette propriete. On a ainsi pu etudier la cinetique, au 
S cours du maintien en culture des mononocy tes/macrophages , 
de l 1 expression de 1* activite gliotoxique dans les 
surnageants de cultures provenant de patients atteints de 
SEP et de temoins. On a ainsi pu verifier que cette 
activite n'etait pas detectee tout au long des cultures 

10 provenant de temoins sains et, aussi, que son intensity 
fluctuait au cours des cultures "positives" provenant de 
patients atteints de SEP. En effet, plusieurs pics 
d 1 activite on pu etre observes dans les quelques cas 
Studies. Ces pics se situaient en general, entre le 6 Sme 

15 et le 9 6me puis entre le i5 6xne et le le I8 6lne jour de 
culture ( J6 a J 9 et J15 & J18) , indiquant ainsi une 
synthase active dans la culture, puisque le surnageant y 
est enti&rement pr61ev£ deux fois par semaine & chaque 
changement du milieu de culture. 

20 Un exemple d'une telle observation realisSe grace 

2l 1 'utilisation du test biologique mis au point est 
montrS dans la figure 5. Dans cet exemple, les 
surnageants de cultures de monocytes/macrophages de SEP, 
ont 6t& trait£s et utilises comme dfecrit pr6c£demment pour 

25 les tests de cytotoxicit6/gliotoxicit6 sur la lign£e 
d 1 astrocytes sus-cit6e avec une dilution au l/10 6me dans 
le milieu de culture et incubus 72 heures selon le 
protocole sus-dfecrit avant mesure de 1' effet gliotoxique 
par la methode du "L/D test". 

30 

Exemple 7: 

Mise en evidence d'une activity gliotoxique dans 
des fluides biologiques de patients atteints de SEP. 

Par la suite, ce test biologique a 6t6 utilisS 
35 pour rechercher une Sventuelle activity gliotoxique dans 
le liquide c6phalorachidien (LCR) et le serum. Ainsi, les 



2716198 



inventeurs ont pu mettre en evidence une activite 
gliotoxigue significative dans les LCR de patients 
atteints de SEP et non dans des LCR de temoins atteints, 
par exemple, d 1 hydrocephalic £ pression norma le (HPN) . La 
5 meme constatation a ete effectuee avec les serums 
correspondants, cependant avec un activity gliotoxique 
relative plus faible que dans les LCR, ce qui est en 
faveur d'une production intrathecale du facteur portant 
cette activite. 

10 Un exemple de 1 'utilisation du "L/D test", pour 

visualiser la detection par les cibles astrocytaires d'un 
facteur gliotoxique dans les echantillons melanges au 
milieu de culture, est montre dans la figure annex&e n°6. 
Dans cet exemple, un LCR de SEP remittante en poussee a 

IS 6t6 dilue au 1/10 dans le milieu de culture, incube 72 
heures et examine au microscope & fluorescence, le tout 
selon le protocole sus-d6crit pour le "L/D test". La 
photograph ie A, repr6sente une visualisation des cellules 
vivantes avec un syst&me opt i que adSquat pour les 

20 emissions lumineuses de la fluoresce ine (la barre 
represent e 25 micronmetres) . La photograph ie B, reprfisente 
une visualisation des cellules mortes avec un syst&me 
opt i que ad&quat ; la barre represente 2 5 micronmetres . La 
photographie C, represente une visualisation simultan6e 

25 des cellules vivantes et mortes avec un systdme optique 
ad6quat pour les emissions lumineuses des deux 
f luorophores (485-500nm) ; la barre represente 25 
micronmetres • 

Une fois ce test de quantification mis au point, 

30 les inventeurs ont analyse des filtres prepares par la 
firme Pall et utilises dans des essais therapeutiques sur 
des patients atteints de SEP (Wollinsky K.H. Hulser P.J., 
Mauch E., Mehrkens H.H. et Kornhuber H.H. Liquorpherese 
bei 10 Patienten mit Multipler skier ose dans verhandlungen 

35 der Deutschen Gesellschaft fur Neurologie, Grundmann M et 
al, vol 7 (1992) Saarbriicken) . Ces essais consistent a 
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filtrer le liquide cephalorachidien au travers de filtres 
ayant notamment une affinity pour les glycoproteines et 
s€lectionnes par la Societe Pall. On a obtenu des filtres 
aprds filtration du LCR de quelques cas de SEP et remis en 
S solution les proteines adsorb€es sur les filtres k I'aide 
d'une solution a 1% de SDS. Apr6s mise en conditions 
physio log iques des echanti lions, il a pu etre montre 
qu'une forte activite gliotoxique 6valuee par le present 
test biologique sur lign€e astrocytaire , est associee aux 

10 proteines prealablement retenues sur ces filtres. 

Un exemple de 1 'utilisation du test biologique 
pour detecter et quantifier une activite gliotoxique dans 
les fluides bio log iques, notamment dans les LCR de 
patients atteints de SEP, est presents dans le tableau 

IS annexe n°l oQ sont montrSs les effets de la filtration du 
LCR sur le filtre fourni par la Societe PALL. 

Dans ce tableau, les LCR ont et€ filtres sur 
filtre PALL ayant le m&me type de support filtrant que 
ceux utilises in vivo dans des essais thSrapeut iques. 

20 L'activitfe gliotoxique de chaque filtrat mesur£e selon le 
test biologique sur astrocytes et le r6sultat compare & 
I'activitfe gliotoxique du LCR natif d'avant filtration, 
avec le caractdre significatif statistique de la 
difference observfee sur une s6rie de 10 mesures, y sont 

25 pr£sent£s. Dans cet exemple, les LCR ont etfe dilu6s au 
1/10 dans le milieu de culture et incubes 72 heures selon 
le protocole sus-decrit pour le W L/D test". La valeur 
moyenne du pour cent age de cellules mortes a 6t£ obtenue, 
pour chaque Schantillon, sur 5 champs choisis au hasard 

30 sur deux puits incubus en paralldle avec le m§me 
£chantillon. Une difference statistiquement significative 
existe entre les LCR de SEP et les filtrats obtenus aprds 
filtration. Les diagnostics de SEP, sont, sauf precision 
contraire, des diagnostics de SEP certaines selon les 

35 critdres de Poser (Poser CM. et coll. New diagnostic 
criteria for multiple sclerosis : guidelines for research 
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protocols, dans "The diagnosis of multiple sclerosis", 
Poser CM. , Paty D.W., Scheinberg L. , Mac Donald W.I. , 
Ebers G.C. pp. 225-229. 1984. Thieme Stratton Inc., New- 
York) . 

5 Cet exemple montre qu'il existe des moyens 

physicochimiques d'eliminer une partie au mo ins dudit 
facteur gliotoxique des fluides biologiques de patients 
atteints de SEP, ou d'autres maladies dans lesquelles 
ledit facteur gliotoxique ou encore ladite activite 
10 gliotoxique serait detectee in vivo. Ces resultats 
confirment aussi la realite mol£culaire de ladite activity 
gliotoxique, ainsi que 1 • inter £t des techniques de 
detection et de dosage qui sont des objets de la presente 
invention. 

IS Un autre exemple de 1 'utilisation du test 

biologique mis au point par les inventeurs, pour d£tecter 
et quantifier une activity gliotoxique dans les fluides 
biologiques, no t amine nt dans les LCR de patients atteints 
de SEP, est presente dans le tableau annexe n°2. Dans cet 

20 exemple, les LCR ont et6 dilu£s au 1/20 dans le milieu de 
culture selon le protocole sus-dfecrit pour le test 
color im&trique au MTT et incubus 96 heures. Chaque 
resultat repr^sente la moyenne de deux experiences 
separfees et reprfesentant chacune une s6rie de 5 puits 

25 ind€pendants, soit, finalement, une moyenne de 10 valeurs 
par LCR teste. 

Les echanti lions de LCR provenant de patients 
atteints de forme remittante de SEP, on et6 pr£lev6s au 
moment de poussees cliniques. La difference des moyennes 

30 de cytotoxicity dans les deux sous-populations de SEP, 
remittantes versus chroniques progressives, est 
statist iquement significative, ce qui indique a priori que 
la quantification de I'activite gliotoxique du LCR permet 
de correler 1* activity clinique de la maladie. Les 

35 diagnostics de SEP, sont, sauf precision contraire, des 
diagnostics de SEP certaines selon les critSres de Poser 
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(Poser CM, et coll. New diagnostic criteria for multiple 
sclerosis : guidelines for research protocols, dans "The 
diagnosis of multiple sclerosis", Poser C-M. , Paty D.W. , 
Scheinberg L. , Mac Donald W.I. , Ebers G.C. pp. 225-229. 
1984. Thieme Stratton Inc., New-York) . 

Les resultats pr£sentes dans les tableaux 1 et 2 
ainsi que d'autres similaires, ont ainsi perm is aux 
inventeurs de mettre en evidence 1* existence d*une 
activite gliotoxique trds significative dans les LCR de 
patients atteints de SEP et une variation de son intensity 
en fonction du stade c Unique et/ou de la forme evolutive. 
Ces resultats confirment l'interet du test biologique mis 
au point sur lign&e astrocytaire, en combinaison avec une 
technique de quantification pouvant etre par exemple, 
l'une des trois techniques sus-decrites ( n L/D test", 
dosage colorimfitrique au MTT et dosage du 51 Cr relargu6) 
dans les etudes pronostiques et/ou les suivis 
thSrapeutiques de pathologies dans lesquels une telle 
activity cytotoxique, et notamment, gliotoxique peut etre 
d6 tec tee, voire dans le diagnostic d'une maladie telle que 
la SEP. 

Exemple 8: 

Activity cytotoxique observ€e sur d'autres types 
25 cellulaires. 

Par ailleurs, la specificity de 1' activity cytotoxique 
observ6e a aussi ete evaluee, et quant ifiee par le "L/D 
test**, sur des cultures de differents autres types 
cellulaires. Avec des echantillons s*etant prealablement 
30 r£veies cytotoxiques vis-a-vis des cellules gliales, soit 
en culture d'explants de cerveau embryonnaire de rat, soit 
sur lignee astrocytaire, aucune cytotoxicity directe n*a 
6t6 detectee sur f ibroblastes, myoblastes, cellules 
musculaires de pattes de souris et sur cellules 
35 endotheliales. Une cytotoxicity nettement plus faible, 
d* environ 10% relativement aux astrocytes sus-cites, a ete 
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observee sur les cellules de Schwann de nerf sciatique. II 
est intferessant de noter ici que les cellules de Schwann 
sont responsables de la myelinisation des nerfs 
peripheriques, au meme titre que les oligodendrocytes sont 
5 responsables de la myelinisation norma le dans le syst&me 
nerveux central. Dans les cultures d'explants de cerveau 
embryonnaire, les quelques cellules leptom6ning6es 
pr^sentes ne semblent pas affect&es directement, de m§me 
que les neurones qui ne semblent affect&s qu'apr&s 

10 modification importante du tapis nourricier de cellules 
gliales. Les monocytes sanguins mis en culture et 
diff&renci&s en macrophages aprds adhesion au support de 
culture, ne semblent pas affect6s non plus puisqu'ils 
persistent en culture et cela, m£me en presence de 

IS plusieurs pics successifs d v activity gliotoxique relargu£e 
dans le surnageant au cours des cultures macrophagiques 
(voir figure 5) . Quant aux lymphocytes, des r£sultats 
contradictoires ont 6t# obtenus avec des cultures de 
cellules exprimant l'antig&ne CD4, & savoir qu'avec le 

20 meme Schantillon gliotoxique compare au meme 6chantillon 
tfimoin non gliotoxique, une mort cellulaire 
sign if icativement accrue a 6t6 observee dans certaines 
cultures alors qu'une proliferation cellulaire fetait 
observee dans des cultures provenant d'autres individus 

25 donneurs de lymphocytes, 

Ces observations sur les lymphocytes s • apparentent 
aux effets dficrits pour des molecules aux propri6t£s 
superantigeniques (Acha-Orbea H. and Palmer E. , Mis - a 
retrovirus exploits the immune system. Immunology today 

30 1991; 12, 356-361 / Cole B.C and Atkin C.L. The mycoplasma 
arthritidis T-cell mitogen, MAN: a model superantigen. 
Immunology Today 1991; 12, 271-276). 
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Exemple 9: 

Caractferisation cytologique des effets 

cytotoxiques 
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Ces donnees obtenues avec les lymphocytes ont 
conduit les inventeurs a preciser au prealable les effets 
cytologiques lies a la cytotoxicity, sur les astrocytes 
utilises dans les tests biologiques de gliotoxiciti* Une 
5 etude des filaments intermediaires des astrocytes sus- 
mentionnes a revel e un effet important des fluides 
gliotoxiques sur 1 'organisation du cytosquelette 
astrocytaire, apr&s incubation des cellules selon le 
protocole dicrit precidemment pour les tests de 

10 gliotoxicite. En effet, alors qu'aucune modification n'est 
observee avec les fluides temoins non-gliotoxiques testes 
en parallile, une disorganisation drastique des filaments 
de vimentine et de GFAP est observee dans les cultures 
d f astrocytes mises en presence d'une activite gliotoxique 

IS significative provenant de fluides biologiques de patients 
atteints de SEP (culture de monocytes /macrophages ou LCR) . 
Ce phenomine avait aussi 6t6 observe sur les cultures 
primaires d'explants de systime nerveux embryonnaire, dans 
lesquels les astrocytes itaient s pic if iquement marquis par 

20 un anticorps anti-GFAP. 

Un exemple de cette disorganisation des filaments 
intermedia ires de vimentine et de GFAP sur les astrocytes 
en cultures mis en presence de fluides gliotoxiques issus 
de patients atteints de SEP, est prisenti dans la figure 

25 7. Dans cet exemple, la detection de la GFAP a iti 
effectuee sur culture primaire de cellules cultivies sur 
lames de type Labtek*. Apr&s incubation d'une heure et de 
24 heures avec le mi leu de culture contenant une dilution 
au 1/20 d'un surnageant gliotoxique de culture de 

30 monocytes /macrophages de SEP, les cellules adhirentes sur 
la lame sont rincies 2 fois dans PBS puis fixies dans du 
paraformaldehyde 4%, 20 min a 37 °C. Apres 2 ringages dans 
du PBS, elles sont incubies 2 fois 5 minutes dans une 
solution de blocage PBS/1% lait. Le premier anticorps est 

35 polyclonal, diveloppe chez le lapin. L 1 anticorps est dilue 
au l/50e dans la solution de blocage. L 1 incubation dure lh 
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& 37 °C. Apres la premiere incubation , on effectue une 
s&rie de ringages de 5 minutes dans du PBS puis dans la 
solution de blocage, afin d'eliminer les anticorps non 
fixes. Le systeme revelateur utilise la fluoresce ine 
5 couplee a une immunoglobuline anti-lapin diluee au l/100e 
dans la solution de blocage. L • incubation dure lh Sl 37°C. 
Le montage des preparations est fait avec du moviol pour 
eviter la decroissance de la fluorescence au moment de 
1 'observation. Les lames sont conserv6es h !• obscurity a 

10 4°C. Les observations sont faites au microscope & 
fluorescence. La detection de la vimentine a 6t6 effectu6e 
sur lignee astrocytaire cultivee sur lames de type 
Labtek®, apres incubation de 24 heures avec, soit une 
dilution au 1/50 d'un surnageant gliotoxique de culture de 

IS monocytes /macrophages de SEP, soit un milieu de culture 
normal. Apres 24 heures d 9 incubation, les cellules (1.103 
cellules/ cm2 ) sont rincees 2 fois dans du PBS, puis 
fix6es 10 min & -20 °C avec de 1' acetone. Apres 3 ringages 
dans du PBS, el les sont incubees 3 fois 5 minutes dans une 

20 solution de blocage PBS/ 5% SVF a temperature ambiante, Le 
premier anticorps est polyclonal, d€velopp€ chez la 
chdvre. L 1 anticorps est dilu6 au l/50e dans la solution de 
blocage. L 1 incubation est de 2h a 37°C. Aprds 3 ringages 
de 5 minutes dans PBS puis dans la solution de blocage, 

25 les cellules sont incubees lh a 37 °C avec un deuxidme 
anticorps dirig& contre les IgGs de chSvre, couple & la 
fluoresceine et dilu£ au l/200e dans la solution de 
blocage. Les photographie A et B reprfesentent un marquage 
de la GFAP aprds, respect ivement, 1 et 24 heures 

30 d f incubation en presence de 1 ' 6chantillon gliotoxique 
dilu€. Les photographies C et D representent un marquage 
de la vimentine des astrocytes en lign6e incubus 24 heures 
avec, respect ivement, un milieu normal et un milieu 
contenant 1 • echantillon gliotoxique dilue. 

35 De plus, les inventeurs ont etudi€ 1* aspect de 

1 1 ADN cellulaire extrait de cultures d^strocytes cultivfes 
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en milieu normal et cultives pendant des temps croissants 
en presence d'echanti lions gliotoxiques issus de SEP. II a 
alors ete constats que 1'ADN issu de cultures soumises ek 
une activite gliotoxique presentaient une fragmentation de 
5 l'ADN cellulaire dont I 1 intensive augmentait en fonction 
de la duree d 1 incubation des cellules, alors que l'ADN des 
cellules incubees en milieu sans activity gliotoxique 
restait homogene a un trSs haut poids moieculaire. 

Ces observations sont compatibles avec un 
10 processus d'apoptose tel que peuvent en induire des 
superantigdnes, sur des cellules lympholdes notamment* 

Exemple 10 : 

Effet dose-r6ponse 

15 Par la suite, afin d^valuer la possibility que cette 
activity gliotoxique d§tect£e soit portee par une 
molecule , ou par un facteur dont la representation 
moieculaire pourrait s'avdrer plus complexe, present dans 
les fluides testes, les inventeurs ont d'abord 6valu6, ft 

20 l'aide des tests biologiques mis au point et deer its 
prycedemment, la r 6a lite d'un effet dose-reponse sur la 
cytotoxicity induite par des 6chanti lions de reference* Un 
effet dose-r6ponse compatible avec une proportionality 
directe de la mort cellulaire par rapport & la dilution, 

25 et avec un effet de saturation du systdme de detection 
astrocytaire aux fortes concentrations, a yty observe 
apr£s visualisation de l 1 effet par le "L/D test". 

Un exemple de cet effet dose reponse observe avec 
un fluide biologique gliotoxique est pr6sent6 dans la 

30 figure 8. Dans cet exemple, un surnageant de culture de 
monocyte /macrophage de SEP a 6t6 melange, en dilutions 
success ives, au milieu de culture des astrocytes selon le 
protocole sus-decrit pour le "L/D test". 

Les inventeurs ont ainsi caracterise une activite 

35 cytotoxique et plus particuliSrement gliotoxique dans les 
cultures de monocytes /macrophages sanguins, le LCR et le 
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s€rum de patients atteints de SEP, paral lelement a la mise 
au point d'un procede de detection de ladite activite 
cytotoxique sur cultures primaires d'explants de cerveau 
ou de moelle epiniere d'embryons de rat, et de ladite 
5 activite gliotoxique sur lignees astrocytaires en culture, 
ainsi encore que la mise au point d'un procede de 
quantification de ladite activity gliotoxique couple au 
procede de detection sur astrocytes en culture* 

S'etant d'abord attache k la mise en evidence de 

10 cette activite gliotoxique in vivo chez les patients 
atteints de SEP et aux moyens de son dosage systdmatique 
et standardise, les inventeurs se sont attaches ensuite a 
tenter de relier cette activite avec une molecule 
particuliere, ou un facteur represents par un ensemble de 

IS molecules definies, dans les fluides testes. 

Bxemple 11: 

Caracterisation du facteur cytotoxique/gliotoxique 
Les inventeurs ont d'abord observe que I 1 activity 

20 biologique dSfinie en tant qu 9 activity gliotoxique par les 
proc£des decrits plus haut, persistait dans les 
6chanti lions gliotoxiques places dans un bain-marie ft 
+56°C pendant une demi-heure mais 6tait abolie lorsque la 
temperature etait de +100 °C pendant 15 minutes, persistait 

25 apr&s la congelation jusqu'ft -80°C de 1 • echantillon suivie 
de sa decongeiation jusqu'd +37 °C. Aprds centrif ugation & 
100 OOOg pendant 2 heures et elimination du culot de 
materiel sedimente, 1* activite d'Schanti lions 

pr6alablement reconnus gliotoxiques selon les proc6d6s 

30 decrits dans la prfesente invention, eta it tou jours 
presente dans le surnageant et s'apparente done k une 
facteur soluble non particulaire. De m£me, 1' incubation 
d'echanti lions gliotoxiques dont la quantity totale de 
proteine a ete prealablement determin€e par la technique 

35 de Bradford (Bradford M.M. A rapid sensitive method for 
the quantitation of microgram quantities of protein 
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utilizing the principle of protein-dye binding. Anal. 
Biochem. 1976; 72, 248-254) en presence de trypsine, de 
pronase, de proteinase K, ou d'un melange de N-glycosidase 
F et de neuraminidase, dans des conditions suff isantes 
5 pour une hydro lyse enzymatique complete des liaisons 
peptidiques ou des N-glycosylations prSsentes dans 
1 'echantillon, n'abolit pas leur activity gliotoxique 
telle que decrite pr ecedeminent . 

Par la suite, les inventeurs ont realise la 

10 separation et le f ractionnement des differents composes 
d 1 echantillons prealablement averes gliotoxiques par les 
procedes deer its dans la presente invention. Pour 
1 'ensemble de ces travaux, les echantillons sont 
prealablement chauffes 30 min a 56 °C et centrifuges 10 min 

15 a 1500 tpm, puis le surnageant est r£cup€r€ et, 
eventuellement, dialysS & 4°C dans 2 fois 20 volumes de 
tampon D-PBS, une premiSre fois pendant 2h, et une 
deuxi&me durant la nuit. Le surnageant ainsi recueilli 
constitue 1 * echantillon sur lequel les differentes 

20 operations sont effectu£es. De plus, les fractions issues 
des Echantillons dont les coroposantes moleculaires ont fete 
separees par differents procedes sont traitfees de manidre 
4 eiiminer les eventuelles molecules toxiques introduites 
dans les milieux recueillis par les procedes utilises, et 

25 de manidre & replacer les molecules organ iques en solution 
dans des conditions physiologiques compatibles avec les 
procedes de detection et de quantification de l'activite 
biologique gliotoxique tels que deer its dans la presente 
invention. Pour ce, les echantillons sont lyophilisfes, 

30 resuspendus dans 2,5 ml d'eau distillee sterile, deposes 
sur une colonne de chromatographie de type NAP-25 
(Pharmacia) prealablement lav6e dans 10 volumes de tampon 
D-PBS, puis eiues avec 3,5 ml de tampon D-PBS et utilises 
comme tels pour les test d'activite gliotoxique. 

35 Ainsi, pour etudier la charge ionique du facteur 

gliotoxique tel que precedemment defini, des echantillons 
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gliotoxiques selon les criteres sus-definis et issus de 
surnageants de culture de monocytes/macrophages et de LCR 
de SEP, ont et6 passes avec un d£bit de 60 ml/heure sur 
colonne de chromatographic FPLC de type DEAE-sepharose CL- 
5 6B (Pharmacia) equi librae dans un tampon A (50mM Tris-HCl 
a pH 8,8.) Dans ces conditions la fraction portant 
l'activite gliotoxique presente dans 1 '6chantillon 
d'origine est eluee avec une force ionique entre 0,12 M et 
0,2 M de NaCl de tampon A. 

10 Pour etudier une eventuelle analogie physico- 

chimique avec certaines serine-protfeases qui ont une. forte 
af finite pour des supports de chromatographie liquide de 
type Blue-s6pharose (Pharmacia) , des echanti lions 
gliotoxiques selon les criteres sus-definis, issus de 

15 surnageants de culture de monocytes/macrophages et de LCR 
de SEP et prfealablement dialysis & 4°C dans 2 fois 20 
volumes de tampon B (50 mm tris, pH 7.2) et contenant 5 mg 
de proteines par ml, ont &t£ dSposfes sur colonne FPLC de 
type Blue-s6pharose CL-6B (Pharmacia) . Apr&s 61ution avec 

20 0,1 M de KC1 dans le tampon B, aucune activitfe gliotoxique 
n'a 6t6 retrouvee dans l'Sluat, alors que la fraction 
portant 1' activity gliotoxique a fetfe recup6r6e avec un 
rendement d 1 activity proche de 70%, par 61ution avec 1,5 M 
de KC1 dans le tampon B. L f analyse a aussi r6v616 que la 

25 struma lbumine etait aussi eluee dans cette m£me fraction. 
Cependant, l^ctivitS prot£asique de l^luat a et6 testae 
par incubation de celui-ci avec de 1 • w azocas6in w (Sigma) 
ou de l 1 "azocoll" (Sigma), dans un tampon D-PBS pH 7,5 & 
37 °C pendant 2 heures, sans qu* aucune activity 

30 protfeolytique de 1 • echantillon ainsi pr6par6 et 61u6 ne 
puisse Stre mise en Evidence. 

Pour fetudier 1 • association 6ventuelle d'un tel 
facteur gliotoxique avec les immunoglobu lines de type IgG, 
des echantillons gliotoxiques selon les critfires sus- 

35 definis et issus de surnageants de culture de 
monocytes/macrophages et de LCR de SEP, ont etfe deposes 
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sur colonne FPLC de type proteine A-sepharose CL-4B 
(Pharmacia) prealablement lavee avec avec 5 volumes de D- 
PBS. La teneur en proteine A du gel gonfle etait egale a 2 
mg/ml et la capacity de fixation d'IgG humaines €tait de 
5 l'ordre de 20 mg d^gG/ml de gel (volume du gel 1 # 5 ml). 
La fraction depourvue d"IgG a ete recuperee par elution 
avec du D-PBS et contenait l*activit€ gliotoxique, alors. 
que la fraction enrichie en IgG eluee avec un tampon 
glycine-HCl 50 mm 4 pH 3,0 ne contenait pas d* activity 

10 gliotoxigue telle que definie prec&demment quand les 
echanti lions provenaient de LCR ou de surnageants de 
cultures de monocytes-macrophages effectuees dans les 
conditions decrites precedemraent . Dans le cas 
d • echanti lions provenant de scrums humains, une faible 

IS activity gliotoxique a et£ retrouv6e dans la fraction 
enrichie en IgG, et ce, aussi bien pour des scrums de SEP 
en poussee prelev^s en meme temps qu'un LCR s'av&rant 
gliotoxique, que pour des s&rums de temoins atteints par 
exemple, d ' hydrocephalic a pression norma le (HPN) , dont le 

20 LCR pr61ev6 en m€me temps ne pr6sentait aucune activity 
gliotoxique. Cependant, l'£tude des scrums d'HPN ou de 
t£moins sains n'a r€v616 aucune activity gliotoxique dans 
la fraction d&pourvue d'IgG 61u6e par le D-PBS alors que 
la quasi-totalitfe de 1* activity gliotoxique import ante des 

25 scrums de patient atteints de SEP en pouss€e a et6 
retrouvee dans cette fraction depourvue d'IgG 61u6e par le 
D-PBS. Ceci, suggdre qu'il existe un ou des composants 
gliotoxiques dans le s6rum de personnes saines qui sont 
diff£rents du facteur gliotoxique qui a 6t6 mis en 

30 Evidence par les inventeurs de la pr€sente invention, 
d' activity nettement plus faible et que I 1 on retrouve 
elues dans la fraction enrichie en IgG aprds passage sur 
colonne de proteine A-Sepharose dans les conditions sus- 
d£crites. Ceci s'apparente vraisemblablement a une 

35 gliotoxicite non specifique liee & des proteines actives 
du serum tel que cela a d£ja ete rapporte (Silberberg D. 
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et coll. Tissue culture demyelination by normal human 
serum. Annals of Neurology 1984: 15, 575-580). Pourtant, 
la faible quantity de serum humain provenant de donneurs 
sains ayant un groupe sanguin AB positif , present dans les 
5 cultures de monocytes/macrophages ne semble pas produire, 
dans ces conditions d' analyse, cette gliotoxicite additive 
ainsi recueillie avec l'Slution des IgG. Ceci peut 
provenir de I'effet de dilution qui, du fait de la faible 
activite de cette composante, la rend ind&tectable par nos 
10 procedes, ou bien, d'un effet d 1 inactivation de cette 
composante au cours de la culture de monocytes /macrophages 
dans les conditions sus-decrites. Si l'on ajoute Sl ce 
fait, 1 9 absence de gliotoxicite detectable dans ces 
conditions aprds une meme analyse d"6chanti lions non- 
15 gliotoxiques provenant de LCR de t£moins atteints d'HPN ou 
provenant de surnageants de cultures de 

monocytes /macrophages de personnes saines, ces r6sultats 
confirment 1 • originality de 1 "activity gliotoxique et, par 
1& du facteur gliotoxique associ€, const ituant des objets 
20 de la pr&sente invention, au regard des activit6s 
gliotoxiques pouvant £tre retrouv6es en 1' absence de 
processus pathologique dans les fluides biologiques 
d'individus apparemment sains. 

Pour etudier le poids molficulaire dudit facteur 
25 gliotoxique, les inventeurs ont para 116 lenient et 
success ivement analyst des 6chanti lions gliotoxiques selon 
les critdres sus-d§finis et issus de surnageants de 
culture de monocytes /macrophages, de filtres Pall ayant 
servi a filtrer in vivo le LCR de patients SEP et de LCR 
30 de SEP, sur colonne FPLC de type superose 12 (Pharmacia) 
et sur €lectrophor6se en gel de polyacrylamide en presence 
de SDS (SDS-PAGE) . Aprds analyse sur colonne superose 12, 
les fractions contenant 1* activity gliotoxique ont €t£ 
eludes aprds un volume dilution correspondant a un poids 
35 moleculaire d f environ 17 KD, par correspondance avec la 
courbe de reference des volumes d'elution de proteines 



2716198 



globulaires standard. Plus precisement, apres recueil de 
fractions plus rapprochees dans cette zone d'elution, il a 
pu etre observe deux pics d'activite gliotoxique 
dissocies, 4 des volumes d'elution correspondant & un 
5 poids moleculaire d' environ 21 KD et d' environ 16,8 KD. 
Une elution sirailaire d'un meme echantillon dans un tampon 
auquel de l'uree 8M a ete ajoutee donne des resultats 
identiques indiquant qu'il n'y a pas d ' associations 
multimeriques des composants elues dans des conditions de 

10 tampons physiologiques. 

Apres analyse par SDS-PAGE en une dimension, les 
bandes proteiques contenant l'activit6 gliotoxique, apres 
Slut ion du gel et remise en conditions physiologiques, ont 
ete retrouvees dans une portion de gel correspondant Sl un 

15 poids moleculaire d' environ 17 KD, et dans certaines 
conditions d* analyse et de richesse en materiel biologique 
analyse, dans une portion supplement a ire d 1 environ 21 KD. 
En parallele, les autres bandes proteiques ainsi que 
differentes regions du gel sans proteines ont ete testees 

20 sans qu 1 aucune activite gliotoxique significative ne 
puisse y etre decelee. L 1 analyse en deux dimensions de la 
bande proteique gliotoxique extra ite du gel vers 17 KD, a 
montre 1* existence de deux t&ches majeures & 17 KD 
presentant, entre environ un pH 6 et un pH 7, un point 

25 isoelectrique different, et d'une tflche mineure & 18 KD 
ayant un point isoelectrique legerement plus basique, 
super ieur d un pH d 1 environ 7. 

Un exemple d f analyse par electrophorese & une et 
deux dimensions sur gel, des composants proteiques d'une 

30 fraction gliotoxique obtenue apres passage sur colonne 
DEAE est presents dans les figures 9A et 9B. Dans la 
figure 9A, on peut voir la photograph ie d'un gel 
d'acrylamide & une dimension colore au bleu de Coomassie 
provenant d'un melange d ' echanti lions gliotoxiques elues & 

35 partir d'une dizaine de filtres Pall ayant servi £ la 
filtration in vivo du LCR d'une serie de patients atteints 
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de SEP. Ces filtres sont ouverts mgcaniquement et les 
filtres laves en presence de SDS 1%, puis les eluats remis 
en tampon physiologique a l'aide, notamment, d'un passage 
sur colonne NAP-25 ainsi que deer it precedemment. Les 
5 filtrats ainsi traites sont testes pour leur activity 
gliotoxique sur un aliquot et passes en melange sur 
colonne DEAE-sepharose. La fraction contenant l 1 activity 
gliotoxique est dessal6e sur colonne NAP-25 et concentree 
par evaporation avant d'etre d&posee en deux parties, 

10 I'une sur un gel SDS-PAGE une dimension (figure 9A) et 
l 1 autre sur un gel SDS-PAGE a deux dimensions. Une 
photograph ie d'un tel gel a deux dimensions est presentee 
dans la figure annex&e 9B. La bande visual is6e avec un 
poids moleculaire apparent de 17KD en une dimension 

IS s'avere §tre la seule bande prot6ique visual is£e portant 
une activity gliotoxique sur le gel montre en 9A et l'on 
peut voir, sur le gel en deux dimensions (9B) que cette 
bande de 17KD environ se s£pare en trois taches de points 
iso€lectriques diff&rents, la troisidme tache sur la 

20 droite ayant un poids moleculaire apparent 16g6rement 
sup€rieur aux deux taches de gauche. 

Un exemple d* analyse avec une colonne FPLC 
superose 12 est pr&sentg dans les figures 10A et 10B. Dans 
cet exemple, des surnageants de culture de 

25 monocytes/macrophages d'un patient atteint de SEP pr61ev£s 
entre le 6 6me et le I6 6me jour de culture, representant un 
volume de 20ml et 140 mg de protfeines, ont d'abord 6t6 
passes avec un d6bit de 60 ml/heure sur colonne de 
chroma tographie FPLC de type DEAE-s6pharose CL-6B 

30 (Pharmacia) equilibrSe dans un tampon A (50mM Tris-HCl a 
pH 8,8). Parallelement , une colonne superose 12 a 6t6 
equilibree avec un tampon C, Tris HCl 50 mM pH 6.8, et 
calibree en eluant un melange de proteines globulaires de 
poids moleculaire connu dans ce meme tampon C. La fraction 

35 portant theoriquement l'activitfi gliotoxique pr6sente dans 
1 ' €chantillon d'origine a ete eluee de la colonne DEAE- 
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s&pharose avec une force ionique entre 0,12 M et 0,2 M de 
NaCl de tampon A, dans un volume de 15 ml contenant 39 mg 
de proteines. Un tiers de cette fraction, contenant 13 mg 
de proteines, a ete ensuite d^posee sur la colonne 
5 superose 12 dans un tampon sans uree (Fig 10A) et un autre 
tiers sur une colonne identique, en tampon 8M uree 
(Fig 10B) . Pendant elution dans le tampon C, 40 fractions 
ont ete recueillies et une mesure continue de 1 'absorption 
a 280 nm, pour doser les prot&ines dans l'£luat, a et6 

10 enregistree avec une forte sensiblite de detection 
(R=l,2). L'activitS gliotoxique des diff£rentes fractions 
recueillies a ete testae selon notre test 
biologique sur lignee astrocytaire et quantifiee, aprds 
72h d' incubation, par la technique du "L/D test* 9 . Pour ce 

IS faire, les fractions ont ete lyophilisees, resuspendues 
dans 2,5 ml d'eau distill&e sterile, d^pos^es sur colonne 
de chromatographic de type NAP- 2 5 (Pharmacia) 
pr£a lab lenient lav6e dans 10 volumes de tampon D— PBS, puis 
elufes avec 3,5 ml de tampon D-PBS et utilis6es comme tels 

20 pour les test d* activity gliotoxique. Dans les figures 10A 
et 10B, la courbe en trait noir continu reprfesente la 
density optique £ 280 nm et la courbe en trait pointing 
repr£sente l f activity gliotoxique. Les correspondances 
entre le volume dilution (Ve) et le poids mol6culaire 

25 apparent, ont et& calcul£es en fonction de la calibration 
pr£alablement r£alis£e avec des prot6ines de r£f£rence et 
est mentionnSe au sommet des pics d' activity gliotoxique. 
II est a noter qu'une activite gliotoxique faible est 
retrouvge dans une fraction correspondant & un poids 

30 mol£culaire d' environ 110 KO. Cependant la similitude des 
profils dilution en presence et absence d'ur£e 8M est en 
faveur d'une composition monomer i que du facteur &lu£ au 
niveau de ces diffSrents poids mol€culaires. Ainsi done 
dans cet exemple, 1' activite gliotoxique sp&cifique aux 

35 facteurs de poids moleculaires apparents d' environ 21 kD 
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et d 1 environ 17 kD peut £tre mise en evidence et 
individual isee . 

Les resultats obtenus par chromatographie FPLC sur 
colonne superose 12 et par analyse electrophoret ique , 
5 montrent que le facteur gliotoxique est au moins constitue 
d'une proteine ou molecule associ€e de poids moleculaire 
de 17 KD et, d'une proteine ou molecule associ^e de poids 
moleculaire de 21 KD. Le fait que les poids mol€culaires 
apparents oH est retrouv6e l'activit6 gliotoxique soient 

10 identiques dans les deux types de techniques (FPLC et 
electrophorSse) suggere qu'il s'agit de prot€ines 
globulaires. De plus une etude comparative de gels SDS- 
PAGE en presence ou en 1" absence de B-raercapto6thanol 
ayant par ailleurs donne des prof i Is de migration 

IS identiques, il s'agit vraisemblablement d'homom&res. Le 
fait que 1 'activitfe gliotoxique soit retrouv6e, parmi 
toutes les fractions de chromatographie et toutes les 
portions de gel analys6es, & deux poids molSculaires 
differents d' environ 17 KD et d' environ 21 KD, peut 

20 s'expliquer par deux molecules sans homologie 
significative, ou par 1 'existence de glycosylations ou de 
toutes modifications post-traductionnelles diff£rentes sur 
un meme support prot£ique, ou encore par 1* existence d'un 
pro-peptide ou d'une partie peptidique quelconque qui, 

25 aprfis clivage d'une proteine de 21 KD environ, genfere une 
prot6ine d' environ 17 KD. 

Aussi, pour etudier la glycosylation &ventuelle 
dudit facteur gliotoxique, des 6chanti lions gliotoxiques 
selon les critdres sus-d6finis et issus de surnageants de 

30 culture de monocytes/macrophages, de s6rums, de LCR de 
SEP, et de filtres ayant servi a filtrer in vivo le LCR de 
patients SEP, ont 6t€ analyses sur colonne FPLC de type 
Concana valine A-s&pharose (Con A-sepharose, Pharmacia) . 
Pour cette etude, les echanti lions biologiques 

35 gliotoxiques ont ete prealablement passes sur colonne FPLC 
de type DEAE-sepharose ou de type proteine A-sepharose. 
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Les fractions contenant l 1 activity gliotoxique soit, 
respect ivement, une fraction 61u£e vers 0,2 H de NaCl et 
une fraction eluee avec du D-PBS, sont ensuite utilisSes 
pour la chroma t ogr a phie FPLC sur colonne de type ConA- 
5 sSpharose. Dans ces conditions, les fractions 61u6es de la 
colonne ConA-sepharose, soit avec du D-PBS contenant 
jusqu'a 500 mM de NaCl, soit ensuite avec 200 mM de D- 
glucopyranoside qui pr€sente une af finite competitive pour 
la ConA, n'ont present e aucune activite gliotoxique. 

10 L 1 activity gliotoxique presente dans 1 ' echantillon 
d'origine a ete retrouvfee concentr^e dans la fraction 
eluee, aprds les deux Slut ions pr6-cit6s, avec un tampon 
glycine-HCl 50mM pH 3,0 avec du Ca ++ lmM et du Mn ++ lmM. 
Cette fraction correspond £ des molecules ayant une haute 

IS af finite pour la ConA, ce qui correspond en general & des 
mol&cules fortement glycosyl£es. L 1 analyse de cette 
fraction en SDS-PAGE une dimension r€v%le que 1" activity 
gliotoxique est retrouv6e associ£e & deux bandes 
prot£iques de 17 KD et de 21 KD, respect ivement • 

20 Un exemple d 1 analyse en gel SDS-PAGE 

unidimensionnel d'une purification utilisant une colonne 
FPLC de type DEAE-s£pharose Con A-s6pharose est pr6sent6 
dans la figure 11. Dans cet exemple, 27ml de surnageant, 
contenant lOOmg de prot6ines,de culture de 

25 monocyte /macrophage d'un patient atteint de SEP ont fetfe 
passes sur colonne DEAE-s&pharose . et l'&luat obtenu avec 
une force ionique entre 0,12 et 0,20 M de NaCl a 6t6 
recueilli dans un volume de 10ml contenant 32mg de 
prot£ines* Cette fraction a 6t6 pass£e ensuite sur colonne 

30 de type ConA-s&pharose. Une premidre glution a 6t6 
r£alis€e avec du D-PBS 500 mM, une deuxi&me 61ution a 6t6 
r&alis6e avec un tampon D-PBS contenant 200 mM de D- 
glucopyranoside, une troisidme Slution a et6 r6alis£e avec 
un tampon glycine HCl 50mM pH 3,0 avec du Ca++ lmM et du 

35 Mn++ 1 mM et un eluat de 6,4ml contenant 0,17rog de 
proteines a ete recueilli. 



2716198 



54 

Aprds cette serie de purifications oil la 
gliotoxicite de tous les echanti lions intermedia ires a et£ 
dosee, 79% de la gliotoxicite du surnageant d'origine a 
et6 retrouvfee dans la fraction €lu£e en tampon glycine a 
5 pH 3 de la colonne ConA-sepharose, avec un rendement de 
purification prot6ique de 465 fois. 

Sur un gel SDS a 10% d f aery 1 amide, des 
echanti lions de chaque Stape ont 6t6 deposes 
success ivement dans des puits parall&les, correspondant Sl 

10 une quantity proteique de 2,2mg pour la troisifeme fraction 
eluee sur ConA-s6pharose. II est a noter que des 
rendement s encore meilleurs ont pu etre obtenus pour les 
memes etapes avec du LCR de patients atteints de SEP. 

De plus, a partir de la troisieme fraction eluee 

15 sur ConA-sepharose , une electrophor£se preparative SDS- 
PAGE a 6t6 effectu&e en paralldle, diff6rentes bandes ont: 
6t6 d£coup£es dans le gel non colorfe & la hauteur de 
toutes les bandes protfeiques color6es au bleu de Coomassie 
dans un puits de r6f6rence, ainsi que dans quelques 

20 rfegions sans prot6ine. Pour analyser la gliotoxicite de 
chaque bande ainsi d£coup&e, les morceaux de gel ont €t6 
6cras6s et homog£n£is6s dans du D-PBS & 0,2% de SDS, 
incub&s a 37 °C pendant 30 minutes puis centrifuges 3k 
100 000 g pendant 6 minutes. L* operation est r£p6t6e deux 

25 fois et les surnageants des deux centrif ugations sont 
m61ang6s et passes sur colonne DEAE-sepharose , L'&luat 
obtenu par Slut ion avec un tampon D-PBS 2Q0mM NaCl est: 
recueilli et utilise pour les tests de gliotoxicite. Dans 
ces conditions, le SDS est retenu sur la colonne et 

30 l*61uat est physiologiquement compatible avec les cultures 
cellulaires. Dans ces extraits de gel d'electrophor&se, 
une activity gliotoxique significative n'a 6t6 retrouv^e 
que dans les bandes decoupees dans des zones de poids 
molSculaire d 1 environ 17 KD et 21 KD. Afin de verifier le 

35 profil proteique de ces deux extraits, ils ont 6t6 deposes 
sur le gel analytique en parallSle avec les fractions de 
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chromatographic precedentes. Sur la figure 11 presentant 
les resultats de la revelation des proteines migrees apr&s 
electrophorese, en partant de la gauche , la premiere 
colonne represente une serie de prolines standard de 
5 poids raoleculaires connus et indiques sur la gauche, la 
deuxieme colonne sunnont^e d f un n S n represente le 
surnageant de depart, la troisi£me colonne sunnont&e d'un 
"I" represente la fraction 61u£e entre 0,12 et 0,2 M de 
NaCl sur DEAE-s€pharose, les quatriSme, cinqui&me et 

10 sixiemes colonnes sunnontee d'un "11" representent les 
trois elutions successives effectu^es sur colonne ConA- 
sepharose et sont surnot&es respectivement par les num6ros 
d'ordre 1, 2 et 3, dans l'ordre de la description qui 
precede. Les deux derniSres colonnes correspondent aux 

IS deux bandes gliotoxiques s£par6es et extraites d'un gel 
SDS-PAGE prSparatif . 

De ces r€sultats , il ressort que, comme dans 
1* analyse effectu6e sur fluides biologiques de SEP sur 
colonne superose 12 et en SDS-PAGE unidimensionnelle & 

20 partir d'eluats de filtres utilises pour la filtration in 
vivo du LCR de SEP, !• activity gliotoxique est retrouvSe 
associ£e a des proteines de poids mol£culaire apparent 
d 1 environ 17 KD et 21 KD, avec une concentration nettement 
moindre pour la molecule & 21 KD. Cependant, et 

25 contra irement aux observations effectuSes pr6c6demment , 
des gchanti lions t&moins non-gliotoxiques passes sur 
colonne ConA-sepharose dans les mSraes conditions ont 
pr£sente ces bandes Sl 17 KD et 21 KD sur gel SDS-PAGE dans 
la fraction elu6e en tampon glycine HCl. L' Evaluation dans 

30 les conditions d£crites ci-dessus, de 1» activity 
gliotoxique de ces 6chantillons t£moins ne r6v61e pourtant 
aucun effet cytotoxique significatif Sl aucune etape de 
purification et pas plus au niveau des bandes prot€iques a 
environ 17 KD et environ 21 KD. De plus, l'elution "a 

35 blanc" de colonne ConA-sepharose avec le tampon glycine 
HC1 pH 3 precite, pennet de visual iser les memes bandes 
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non-gliotoxiques. L 1 eventuality d'un decrochage de sous- 
unites ou de fragments proteiques de Con A k partir du 
support de chroma tographie par le tampon glycine pH3 a 6t6 
vErifiee. Cependant, afin de verifier la reality d'un co- 
5 migration d'une molecule originale portant l'activitfe 
gliotoxique retrouvee dans les bandes d v environ 17 et 21 
KD provenant d'Echanti lions de SEP EluEs sur ConA-: 
sepharose dans les conditions prEcitEes, les inventeurs 
ont proced^ a une digestion , dans les conditions 

10 adEquates, par la proteinase K de la fraction issue d'un 
echantillon gliotoxique et d'un echantillon tEmoin non- 
gliotoxique eluee dans les m@mes conditions sur ConA- 
sepharose par le tampon glycine HC1. Les deux produits de 
digestion ont ensuite EtE EluEs en parallEle sur colonne 

IS FPLC superose 12 dans les conditions prEcEdemment citEes. 
Ces analyses ont perm is de mettre en Evidence que dans 
dans l'Eluat provenant de 1' Echantillon "SEP* un pic 
protEique non-digErE, associE a une activity gliotoxique 
et exempt d • activity proteasique eta it tou jours prEsent, 

20 alors que tout le materiel protEique Eta it dEgradE dans 
les fractions isssues d 9 Echanti lions tEmoins non- 
gliotoxiques contenant prEalablement des protEines en 17 
et 21 KD- 

Un exemple de cette analyse est prEsent 6 dans les 
25 figures 12 et 13. Dans cet exemple, un mElange de 
surnageants de monocytes/macrophages de SEP prEsentant une 
activity gliotoxique significative et contenant 3 g de 
protEines et un Echantillon Equivalent provenant d'une 
culture tEmoin sans activitE gliotoxique significative ont 
30 EtE passEs en para 1 Idle sur colonne FPLC DEAE-sEpharose, 
ies fractions EluEes entre 0,12 et 0,2 N NaCl rEcupErEes 
et 1' equivalent de 2 mg de protEines pour chaque 
Echantillon passEs sur colonne FPLC ConA-SEpharose. Les 
fractions eluees dans le tampon glycine HC1 50 mM pH 3 
35 avec ImM de Ca++ et ImM de Mn++, ont ete d'abord remises 
en solution dans un tampon adEquat. Pour ce faire, les 
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echantillons ont ete lyophilises, resuspendus dans 2,5 ml 
d'eau distillee sterile, deposes sur une colonne de 
chromatographie de type NAP- 2 5 (Pharmacia) prealablement 
lavee dans 10 volumes de tampon 20mM Tris-HCl, pH 8.0, ImM 
5 Ca ++ , 0.1% SDS, puis &lu£s avec le meme tampon et 
utilises comme tels pour 1 • incubation avec la proteinase 
K. L 1 enzyme utilis€e est immobilisge (Proteinase K -Aery lie 
beads, Sigma ref. P0803) et utilisee sous un rapport de 20 
mU / 50-100 M9 prot&ine, dans le tampon 20mM Tris-HCl a 

10 pH 8,0 avec ImM Ca ++ et 0,1% SDS. Les echantillons a 
digSrer ont ete incubes au moins 16 heures a 37 °C. Les 
surnageants recupdres aprds centrifugation et 
sedimentation des billes couplees i la proteinase K ont 
ete ensuite passes sur colonne FPLC superose 12 dans les 

IS conditions d&crites pr&c6demment et Eludes avec un tampon 
50mM Tris-HCl pH 6, 8 contenant 8 M d'ur&e afin, 
notamment, de dissocier toute prot£ine multim€rique. La 
figure 12 reprfesente l»61ution en superose 12 de 
l^chantillon gliotoxique provenant de SEP aprds 

20 traitement par la proteinase K. La figure 13 repr6sente 
l*61ution en superose 12 de 1 v £chantillon non gliotoxique 
provenant de tfimoins non-atteints de SEP apr&s traitement 
par la proteinase K. Les courbes en trait noir continu 
repr£sentent l 1 absorption £ 280nm de I'feluat, avec une 

25 mesure de density optique de sensibility R=0.02, indiquant 
la concentration relative en protfiine. Le point de la 
courbe correspondant a l'&lution de proteines globulaires 
d» environ 17 KD est indiqufi par une fleche. Un pic 
proteique d* environ 17 KD est visible seulement dans la 

30 figure 12, et est associfi & une activity gliotoxique 
Svaluee & 75% de cytotoxicity sur une dilution de 
1 •fechantillon au 1/10, selon le test biologique selon 
l 1 invention, apres 72h d v incubation et quantification de 
la mort cellulaire relative par le L/D test. Par ailleurs, 

35 afin de detecter toute trace de proteinase K contaminante, 
un test d'activite proteasique sur azocoll (Sigma ref. 



2716198 

58 

A9409) a et6 effectue et n'a pas perm is de d6celer de 
protease contaminante d ce niveau. Par contre, un pic 
similaire d 9 absorption a 280 run est d£cele dans les deux 
echanti lions en dessous de 5 KD, et correspond aux 
5 produits de degradation par la proteinase K des proteines 
digest ibles. 

Les resultats present£s dans l'exemple il lustre 
par les figures 12 et 13, montrent qu'il existe bien un 
facteur gliotoxique sp€cifique, present de manidre 

10 originale dans les fluides biologiques issus de patients 
atteints de SEP, associe h une ou deux molecule (s) 
polypeptidiques dont au moins une (ou des) region (s) de 17 
KD est (sont) a indigestible (s) par la proteinase K. 
Cependant, le mode de purification utilisant des colonnes 

IS ConA-sepharose, s'il a perm is de mettre en evidence une 
tres forte affinity du facteur gliotoxique pour la 
concanavaline A, ne permet pas d'obtenir des echanti lions 
adequats pour une analyse peptidique ulterieure du fait 
d'une contamination par des composants de la concanavaline 

20 A provenant des colonnes dans les conditions dilution 
requises pour eluer ledit facteur gliotoxique. Dans ces 
conditions, il semble qu'un protocole de purification 
associant success ivement une colonne DEAE-s6pharose et une 
colonne superose 12, soit le mieux adapts a une strategic 

25 de purification de molecules portant l'activite 
gliotoxique specif ique caracterisee dans la presente 
invention. 

Un exemple d' analyse du rendement de purification 
par differentes colonnes FPLC est presente dans le tableau 
30 3. 

Dans cet exemple, la cytotoxic ite est exprim6e en 
quantite de proteines (mg) necessaire pour avoir 50 % de 
mort cellulaire, d'apr&s une quantification par un dosage 
colorimetrique au methyltetrazolium apr^s incubation k 
35 37°C pendant 72 h, de 1 'echantillon a tester dilue au 1/10 
dans le milieu de culture. Les fractions testees sont. 
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pour chaque type de colonne, celles qui sont £lu€es dans 
les conditions prealablement decrites pour contenir 
1 'activity gliotoxique. Le rendement est calculi selon la 
fonnule suivante : 

5 

proteines rotates (avp) / cytotoxicity (avp) 

it t = * 100 

proteines tot a les (app) / cytotoxic ite (app) 



10 avp: avant purification; app: apr£s purification. 

Dans cet exemple, il apparait que les colonnes 
proteine A-sepaharose pourraient aussi etre utilis6es & 
bon escient, prealablement & une autre methode de 
separation excluant les colonnes ConA-s6pharose, dans une 

IS strat6gie de purification du facteur gliotoxique. 

Enfin, aprds avoir etudie differentes techniques 
de purification et de preparation de fractions 
moieculaires associ^es a 1 'activitfe gliotoxique mise en 
Evidence dans les fluides biologiques issus de patients 

20 atteints de SEP, les inventeurs ont verifie dans 1' etude 
prfesidant a la pr6sente invention que la purification, 
mfime partielle, de molecules constituant le fondement 
mol&culaire de !• activite gliotoxique presente un effet 
dose-r£ponse encore plus clairement definissable que sur 

25 les fluides bruts precedemment testes, ceci, notamment, 
afin de verifier la realite bio-pharmacologique de la 
purification dudit facteur gliotoxique. 

Les deux exemples qui suivent il lust rent la 
realite d'une purification d v une activite bio- 

30 pharmacologique para lid lenient & la purification 
moleculaire effectuee. 

Dans 1' exemple illustre par la figure annexee 
N°14, dont les courbes ont et6 trac6es d'apr&s les donnees 
presentees dans le tableau annexe N°4, on a realise une 

35 serie de dilutions dans du tampon PBS avec un surnageant 
de culture de monocyte/macrophage de patient atteint de 
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SEP (SEP 1) et lesdites dilutions ont ete incubees 72 
heures avec une dilution finale allant du l/20dme au 
l/5000eme dans le milieu de culture de puits comprenant 
une monocouche de cellules astrocytaires provenant de la 
S lignee astrocytaire decrite pr£cedemment • Une fraction du 
mime surnageant de culture de monocyte de SEP obtenue 
apres purification de la fraction gliotoxique par passage 
sur colonne ConA-s6pharose, a et6 dilute et incuWe en 
paralldle, selon le meme protocole. Les cellules 

10 astrocytaires ont 6t6 incubees juste avant 1 • introduction 
des dilutions gliotoxiques , avec du Chrome 51 et lavees 
afin d^liminer les isotopes radioactifs non incorpores 
dans les cellules vivantes. Apres 72 heures d f incubation 
avec les deux gamines d • echanti lions dilues, la 

IS radioactivity relargu£e dans le surnageant est mesurfee 
avec un compteur gamma et compar£e h celle mesur£e dans 
les cellules restant en culture au fond des puits. Le 
pourcentage de cytotoxicity, ainsi qu*expliqu£ 
pr£c6demment , represente la proportion de radioactivity 

20 relarguSe dans le surnageant par les cellules mortes* On 
peut ainsi voir sur la figure 14, gu'il existe un effet 
dose-reponse marqu£ par une diminution progressive de la 
cytotoxicity mesurge en fonction des dilutions croissantes 
de 1 1 fichantillon. II faut cependant remarquer que la pente 

25 de la courbe est nettement accrue, sur les m§mes hearts de 
dilution, avec le facteur purifife. Ceci confirme la 
r6alit6 de la purification et de la concentration 
mol6culaire du facteur associ§ a 1* activity biologique 
mesur£e par notre test de gliotoxicit£ . 

30 Dans l'exemple illustr6 par la figure annex6e N°15 

dont les courbes ont 6t6 trac£es d'aprds les donn£es 
pr£sent£es dans le tableau annex6 N°5, on a r£alis£ une 
s£rie de dilutions dans du tampon PBS avec un surnageant 
de culture de monocyte/ macrophage de patient atteint de 

35 SEP (SEP 1) et lesdites dilutions ont etS incubSes 72 
heures avec une dilution finale allant du l/206me au 



2716198 



l/5000eme dans le milieu de culture de puits comprenant 
une monocouche de cellules astrocytaires provenant de la 
lignee astrocytaire d€crite precedemment . Une fraction du 
meme surnageant de culture de monocyte de SEP obtenue 
5 aprds purification de la fraction gliotoxique par passage 
sur colonne ConA-sepharose, a et6 diluee et incubee en 
parallele, selon le meme protocole. AprSs 72 heures 
d 1 incubation avec les deux gammes d'echanti lions dilu£s, 
les cellules restant viables dans les puits de culture 

10 sont detectees par le test au m&thyltetrazolium (MTT) 
deer it precedemment et le produit colore genere par les 
enzymes mitochondriales f onctionnelles de ces cellules est 
dose par une mesure de la densite optique du surnageant 
entre 570 et 630 nm. La density optique, ainsi qu'explique 

15 precedemment, reprdsente la quantity de cellules vivantes 
restant dans chaque puits pr€alablement ensemencfi avec le 
meme nombre de cellules maintenues en monocouche 
confluente au fond du puits de culture, dans un milieu de 
survie. On peut ainsi voir sur la figure 15, qu f il existe 

20 bien un effet dose-r€ponse marqu6 par une augmentation 
progressive de la survie cellulaire mesurSe en fonction 
des dilutions croissantes de 1 ' echantillon. II faut 
cependant remarquer que la pente de la courbe est 
nettement accrue, sur les m€mes hearts de dilution, avec 

25 le facteur purifie. Ceci confirme encore, par cette 
technique de quantification des cellules vivantes, la 
r6alit6 de la purification et de la concentration 
mol€culaire du facteur associd a 1' activity biologique 
roesuree par notre test de gliotoxicitfe. 

30 Dans les deux derniers exemples il lustres par les 

figures 14 et 15, deux techniques de dosages mesurant des 
parametres opposes tels que la survie cellulaire et la 
mortality cellulaire relative, procurent des rSsultats 
tout a fait convergeants et, tout en permettant de 

35 d&montrer la reality d'une purification de l^ctivite 
gliotoxique detect^e en meme temps que du facteur 
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gliotoxique, montrent clairement la resolutivite et la 
fiabilite du test biologique faisant, ainsi que le facteur 
gliotoxique caracterise par les travaux des auteurs, objet 
de la prfesente invention. 
S Ainsi, sur la base de la decouverte d'une activite 

cytotoxique pouvant etre mise en evidence in vivo chez des 
personnes atteintes de SEP et ciblant pref erentiel lement 
les cellules gliales, un procedg de detection et de 
quantification de !• activite cytotoxique et, plus 

10 particulierement , gliotoxique associee a ce facteur a 6t6 
invente, mis au point et valide dans differentes 
conditions d 'utilisation. De plus, ledit proced6 a perm is 
d'etudier et de caract6riser le fondement moleculaire de 
cette activite gliotoxique, sous la forme de fractions 

15 proteiques presentant deux poids moieculaires apparents 
d* environ 17 KD et d* environ 21 KD, dans les liquides 
biologiques provenant, notamment, de patients atteints de 
SEP- Le fait qu f il existe une partie indigestible par la 
proteinase K dans des conditions non-dena tur ant es , qui est 

20 retrouv6e associee a 1* activite gliotoxique Sl 17 kD par 
eiution sur colonne FPLC superose 12 suggdre 
eventuel lement qu'un peptide additionnel digestible 
(propeptide par exemple) diff6rencie la forme de 21 KD de 
celle de 17 KD. Ces deux facteurs apparamment proteiques 

25 d'environ 17 et d 'environ 21 KD sont vraisemb lab lement 
globulaires, sans ponts disulfures associant des chaines 
peptidiques indfependantes, plutdt hydrophiles, charges 
nSgativement a pH neutre, et apparemment glycosyies sans 
pour autant que 1 • incubation en presence de N-glycosidase 

30 F et de neuraminidase n'abolisse leur activite 
gliotoxique. De plus, ils pr6sentent une tr&s haute 
af finite pour au moins une lectine, la concanavaline A, ou 
Con A. Ces facteurs proteiques ont une activite biologique 
qui rSsiste £ 1 • incubation & 56 °C pendant une demi-heure 

35 et qui disparait apr£s chauffage Sl 100°C pendant 15 
minutes. Cette activity biologique, autant que la forme a 



2716198 



17 KD res i stent a 1 • action des proteases telles que la 
pronase, la trypsine et la proteinase K. 

La description detail lee, precedemment exposee, a 
finalement perm is de tnettre en evidence un facteur 
5 gliotoxique possedant les caracteristiques suivantes 
prises independ amine nt : 

- il possede une activity cytotoxique sur les 
cellules gliales, 

- cette activite cytotoxique sur les cellules 
10 gliales est associee a au moins une glycoproteine 

globulaire, 

- son activity est liee a au moins deux fractions 
proteiques, associees ou non ( ayant un poids moleculaire 
apparent respect ivement de 17kD et de 21kD, chacune de ces 

15 fractions possedant une activity gliotoxique, la fraction 
de 17kD etant indigestible par la pronase, ou la trypsine 
ou la proteinase K, et chacune des deux fractions 
presentant une forte affinite pour les lectines telles que 
la concanavaline-A, 

20 - l 1 activite gliotoxique du facteur present dans 

un echantillon persiste apres un traitement thermique de 
1 • echantillon & +56°C de 30 minutes, ou apres congelation 
de 1 'echantillon k -80°C puis decongelation jusqu'& +37 °C, 

- le facteur est soluble dans l'eau et non 
25 particulaire, 

- 1" activite gliotoxique du facteur present dans 
un echantillon persiste apres traitement de 1 • echantillon 
avec la trypsine, ou la pronase ou la proteinase K, ou un 
melange de N-glycosidase F et de neuraminidase, dans des 

30 conditions non denaturantes, 

- le facteur caracterise par electrophorese sur 
gel de SDS-polyacrylamide k une dimension peut presenter 
deux bandes, de 17kD et 21kD, 

- le facteur gliotoxique est retenu avec une forte 
35 affinite sur des supports de lectine. 
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- le facteur est elu& £ pH 7,5 dans un tampon de 
lOOmM NaCl sur resine DEAE, 

- il n'est pas retenu par la proteine A coup lee & 
un support, done il est dif f erentiable des IgG, 

5 - il est retrouve dans les surnageants de cultures 

de monocytes/macrophages de SEP, les LCR et serums de SEP, 

- il provoque un effet cytotoxique quantifiable 
sur les cellules astrocytaires en culture et 
caracterisable par un effet precoce de disorganisation du 

10 reseau de filaments intermedia ires suivie habituellement 
par la mort cellulaire. 
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TABLEAU 1 

EXEHPLE D' APPLICATION OU TEST BIOLOGIQUE OE 
GLIOTOXICITE: 

Filtration des liquides cephalo rachidiens de patients atteints 
de SEP avec les f litres PALL 



Pourcentage de cellules mortes 
(L/O test) 



icnt 


stade 
clinique 


Avant 
filtration 


Apres 
filtration 


Signif i 
cai ivi 
(t-test) 


i 
i 


Poussle 


14.42:1.7 




Z49" 10 


2 


Poussie 








3 


Poussie 


20.31 J.ba 






4 


Poussle 


29.9*3.28 


9.71Z.U 


4.13 * 


5 


Poussle 


4S.0i3.46 


4.212.7 


4.16 


6 


Chronique 


20.8±4.1 3 


1 9.612.41 


5.15 1 NS 


7 


Chronique 


1 5.5*2.55 


0.1 ±U~3Z 


9.62 " 


8 


ClifLprobable 


24.1 ±3.67 


0.6*0.84 


5.55 s 


9 


Poussie 


30.4*4.97 


4.1*2.38 


1.46-8 


10 


Chronique 


24.3*2.3 1 


0.6*0.7 


3.87-9 


11 


Chronique 


16.0*2.49 


3.3*2.91 


9.00-9 


12 


Poussee 


34.9±3.7S 


0.310.68 


4.20-9 


13 


Poussie 


10.Sl2.SS 


0 


3.86" 7 


14 


Poussie 


0.6±0.84 


0 


S.I 0"2 NS 


15 


Chronique 


19.7*2.21 


0.4*0.97 


3.40-8 


16 


Chronique 


34.5*1.72 


4.8*2.1 


3.72-9 




stable 








17 


Chronique 


23.7l2.44 


0 


4.66-S 


18 


Pouss£e 


37.9± 1.88 


2.77* 1.SS 


3.98- 8 


19 


Poussie 


33.7*2.76 


1 .3411.98 


8.76-8 


20 


Poussie 


29.5*2.98 


2.761221 


7.45-5 


21 


Chronique 


24.813.76 


3.2U1.S5 


2.66-7 


22 


Chronique 


24.9*2.88 


2.S412.12 


3.11-8 



* Moyenne des cellules dans S champs d 4 exami nation microscopiques 
choisis au hasard dans 2 puits dupliquis. Les cultures controles montrent 
une mort cellulaire de frequence non significative 

* test "t" de student. NS=non signif icatif 
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TAB L EA U Z, 

CVTOTOXICITE OU LCR DE PATIENTS ATTEIMTS DE SEP OH O* AUTRE MALAOIE 
NEUR0LO6IQUE DETECTEE A L'AIOE OU TEST BIOLOGIQUE SUR LIGNEE 
D' ASTROCYTES IMMORTAL I SES ET QOAMTIFIEE PAR LA METHOOE 
COLOR I METR IQUE AU MTT. 

PATIENT n* CVTOTOXICITE 

(X cellules mortes) 

SEP FORME EVOLUTIVE " 

1 Remittante en poussee 48.8*4.5 

2 Remittante en poussee 54.6*3.9 

3 Remittante en poussee 44.0*6.5 

4 Remittante en poussee 39.8*3.8 

5 Remittante en poussee 525*2.9 

6 Remittante en poussee 68.547.7 

1 3 Chronique 72±Z2 

14 Chronique 8-2*1.9 

15 Chronique 4.1*3.0 

1 6 Chronique 0 

17 Chronique 5.4*1.7 

18 Chronique 6.8*0.8 



HPN (TEMOINS NON SEP) 

19 
20 
21 
22 
23 
24 



0 
0 
0 
0 
0 
0 



ICR: Liquid* Cophalo-reehidien; MTD meihylt.trezolium; Sclerose an plaques; UElt hydrocophalio e 
prassion normale. % . _. , 

U cytotoxieite • etc mesuree mc to technique color ifnttriquo utilisant le MTT apras 96 n a" incubation. Las 
ochantillons de LCR ant ate di lues au 1:20 dans le milieu de culture utilise pour les astrocytes immortal Uses. 
Cheque resultat represent* la moyenne de deux experiences separees at reprasentant chacuna una ser le da S 

puits independents, soit. finalemant. una n^enm oa 1 0 vileurs par LCR teste. ^ 

Les ochantillons de LCR prevenant de patients attaints de forms remittante de SEP. en eta prelevw mi moment 

depeusseescliniques. , , 

Ladiffirenc* d» moynnes d. cytotoxic*, dons l«s 6^ sous-poputatiom de SEP r ™££*™*~. 
chronique est statist iquemont significative (tXO.0001 . Mann-Withney U test), to difference entre les 
resultrtsdes LCR ds SEP «t do temoins attaints oTHPN est elle-mime ststistiquemant significative 
(p<0.0001 . Mann-Withney U test) . 
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Tableau 3 : 

Exempt e de rendement de purification du facteur gliotoxique 4 
partir de surnageants de cultures de monocytes de ma lades SEP 

surnageant 

volume (ml) 10 .°° 

proteines (mg) , 10 
purification 

cytotoxicite (mg) ' 
rendement (X) 10056 



proteine A-sepharose 



8.00 



volume (ml) „ 
proteines (mg) 

purification - Q 
cytotoxicite (mg) '^T 
rendement (%) 93 * 

concanavaline A-sepharose ♦ NAP -25 



volume (ml) 
proteines (mg) 
purification 

cytotoxicite (mg) °- 0 ' z 
rendement (%) 76 * 



3.50 
0.32 
100 
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TABLEAU 4: 



EFFET DOSE-REPONSE: QUANTIFICATION OE l/ACTIVITE 
GLIOTOXIQUE PAR LE TEST DE RELARGAGE DU 51 -Cr 



ECHANTILLON 



Mtli«udocutturo 



DILUTION 



1/1 



AVANT PURIFICATION 
% da cytotoxicito 

(an tmifi npg 



7.200 



1 0,000 [ 7,600 
AOOI 10 



APRES PURIFICATION 
% de cytotoxicito 

(m trots TVPFiWTfCi 



11.4001 Sw200 



7.400 



Patient controlo 



SEP 1 
SEP 1 

3EFT 
SEP 1 



1/20 



200 



7.1001 6.600 6.200 



1/20 
1/200 
1/1000 
1/5000 



39,000 
36.200 
28.100 



40.400 
32.400 
26.600 



43.100 
3CL300 
26.400 



7S.SOO 

72,100 
51.200 



70.400 
46.400 



70.000 
46.200 
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TABLEAU S: 



EFFET OOSE-REPONSEr QOANTIFICATIOMI DE ^ACTIVTTE 
^OTOXIQUE PAR LE TEST COLOR I METR IQUE AU KTT 
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RBVEMDXCATXONS 

1. Facteur gliotoxique caracterise en ca qu'il 

poss&de, une activity toxique vis-a-vis des cellules 
astrocytaires humaines ou animales, ayant pour effet une 
5 disorganisation cytomorphologique de leur rfeseau de 
filaments intermediates, et/ou une degradation des 
proteines desdits filaments intermediaires, et/ou une mort 
cellulaire notamment, par apoptose. 

2. Facteur selon la revendication 1, caracterise 
10 en ce que son activity est associe Sl au mo ins une 

glycoproteine globulaire. 

3. Facteur gliotoxique caracterise en ce que, 
apres traitement success ivement, sur une colonne 
echangeuse d v ions puis sur une r6sine de separation par 

IS exclusion, ledit facteur gliotoxique est const itu€, 
majoritairement, par une fraction 16gdre, centr€e sur "un 
poids moieculaire apparent d 9 environ 17 kD, et 
minor itairement, par une fraction lourde, centr£e sur un 
poids moieculaire apparent d 1 environ 21 kD, au moins 

20 ladite fraction ieg£re etant r6sistante, dans des 
conditions non denaturantes , & faction hydro lytique de la 
pronase, ou de la trypsine, ou de la proteinase K, et 
chacune des deux dites fractions presentant une forte 
af finite pour les lectines et notamment la concanavaline- 

25 A. 

4. Facteur gliotoxique caracterise en ce qu*il est 
susceptible d'etre obtenu & partir du proced6 comprenant 
les etapes suivantes: 

- on part d'un echantillon biologique preiev6 par 
30 exemple sur un patient atteint de sclerose en plaques 

cliniquement active, 

- on traite success ivement ledit echantillon sur 
une resine echangeuse d'ions puis sur une colonne de 
separation par exclusion, pour obtenir un facteur 

35 gliotoxique constitue majoritairement, par une fraction 
legfere, centree sur un poids moieculaire apparent 
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d' environ 17 kD, et minor itairement, une fraction lourde, 
centree sur un poids moleculaire apparent d 1 environ 21 kD, 
au moins ladite fraction legere etant resistante, dans des 
conditions non denaturantes, a 1" action hydro lytique de la 
S pronase, de la trypsine, ou de la proteinase K, et chacune 
des deux dites fractions presentant une forte affinity 
pour les lectines et notamment la concanavaline A. 

5. Procede pour detecter et/ou suivre et/ou 
pronostiquer l'activite d'une pathologie telle que la 

10 sclerose en plaques, caracterisS en ce qu'on d&tecte, dans 
un echantillon biologique, la presence et/ou la quantity 
d'un facteur gliotoxique selon l'une quelconque des 
revendications precedentes. 

6. Procede de prfetraitement d'un echantillon 
IS biologique contenant un facteur selon l'une quelconque des 

revendications 1 £ 4, caracterisfe en ce qu'on effectue un 
traitement dudit echantillon avec I'un au moins des 
tr a itement s su i vants : 

- on met ledit echantillon en contact avec de la 
20 proteine A, 

- on met ledit echantillon en contact avec une 
rSsine echangeuse d'ions, 

- on met ledit echantillon en contact avec une 
lectine et notamment la concanavaline- A. 

25 7. Procede pour detecter et/ou quantifier, dans un 

echantillon biologique, l'activite toxique du facteur 
gliotoxique selon l'une quelconque des revendications 1 £ 
4, caract6ris6 en ce qu'on incube ledit echantillon 
biologique dans un milieu de culture approprie et 

30 contenant des astrocytes, notamment immortalises, 
permettant leur culture, et en ce qu'on d6tecte et/ou 
quantifie les astrocytes raorts et/ou les astrocytes 
vivants. 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise 
35 en ce que, pour detecter et/ou quantifier les astrocytes 
morts et/ou les astrocytes vivants, on utilise un dosage 
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colorimetrique mettant en oeuvre respect ivement la 
calceine-AM et l'ethidium homodimere. 

9. Procede selon la revendication 7, caracterise 
en ce que, pour detecter et/ou quantifier les astrocytes 

5 vivants, on utilise un dosage colorimetrique mettant en 
oeuvre le broxnure de methyl tetrazolium. 

10. Proc6de selon la revendication 7, caracterise 
en ce que, pour detecter et/ou quantifier les astrocytes 
morts # on utilise un dosage radioactif mettant en oeuvre 

10 le "Cr. 

11* Proced£ pour detecter et/ou quantifier, dans 
un echantillon biologique, l'activite toxique d'un facteur 
gliotoxique selon l'une quelconque des revendications 1 £ 
4, caracterise en ce qu'on incube ledit echantillon dans 

15 un milieu de culture approprie, contenant des astrocytes, 
notamment immortalises, et permettant leur culture, et 'en 
ce qu'on detecte et/ou quant if ie la fragmentation de 1'ADN 
des astrocytes, et/ou la disorganisation cytomorphologique 
du reseau des filaments intermedia ires et/ou la 

20 degradation des proteines desdits filaments 

intermediaires. 

12. Procede pour detecter, dans un echantillon 
biologique, la presence d'un facteur selon l'une 
quelconque des revendications 1 & 4, caracterise en ce 

25 qu'on realise une etape de capture dudit facteur par une 
lectine et notamment la concanavaline-A, et/ou une etape 
de detection bas£e sur I'af finite dudit facteur pour 
unedite lectine . 

13. Composition diagnostique, et/ou therapeutique, 
30 et/ou prophylactique, caracterisee en ce qu'elle comprend 

tout ou une partie d'un facteur naturel, ou de synthase ou 
obtenu par genie genet ique, selon l'une quelconque des 
revendications 1 ak 4. 

14. Composition diagnostique, et/ou therapeutique, 
35 et/ou prophylactique, caracterisee en ce qu'elle comprend 
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un ligand, notamment anticorps, specif ique & un facteur 
selon I'une quelconque des revindications 1 a 4. 
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FIG. 3 
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FIG 8A 
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FIGURE 14 
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